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|.  Abkilrzungen

ACSM: azelluldre Corpus spongiosum Matrix
AF1: activation function 1

AF2: activation function 2

AlS: Androgen Insensitivity Syndrome, Androgenresistenz
ApoD: Apolipoprotein D

APS: Ammoniumpersulfat
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cDNA: complementary DNA, komplementare Desoxyribonukleinsaure
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CsS: Cultured Skin Substitutes

CTP: Cytidintriphosphat

DBD: DNA-Bindungsdomane

DCC-FCS: steroidfreies fotales Kalberserum

DEO: Deoxycholat

DHT: Dihydrotestosteron

DMEM: Dulbeccos Modifiziertes Eagle Medium
DMSO: Dimethylsulfoxid

DNA: Desoxyribonukleinsaure

DSD: Disorder/ Difference of Sex Development
DTT: Dithiothreitol

GTP: Guanosintriphosphat

HDL: High Density Lipoprotein

IGF-2: Insulin-like growth factor 2

IGFBP2: Insulin-like growth factor binding protein 2
kb: Kilobasen

kDa: Kilodalton

LBD: Liganden-Bindungsdomane

LBP: Ligandenbindungstasche
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1 Einleitung

Die Haut ist das gréfSte Organ des Menschen und macht ca. 10 % des Korpergewichts eines
Erwachsenen aus (Ng und Lau, 2015). Kommt es zu ausgedehnten und in die Tiefe
reichenden Verletzungen, so bedirfen diese haufig einer Versorgung mittels
Hauttransplantation. Bei den Transplantaten handelt es sich in der Regel um autologe Voll-
oder Spalthaut. Dieses Vorgehen birgt jedoch einige Einschrankungen und Risiken: So steht
zum einen nur eine begrenzte Menge an Spenderhaut zur Verfligung, zum anderen steigt
das Infektionsrisiko durch die Schaffung weiterer Wundflachen (Shevchenko et al., 2010,
Weng et al.,, 2021). Ein artifizieller Hautersatz wirde hier Abhilfe schaffen. In der
Vergangenheit wurden bereits grofRe Fortschritte beim Tissue Engineering der Haut
gemacht. Noch bestehen aber einige Limitationen, die weitere Optimierungen und
Entwicklungen erforderlich machen (Weng et al., 2021). Ein Hautareal, das bei dieser
Entwicklung bisher wenig bedacht wurde, ist die Genitalhaut. Dies mag daran liegen, dass
Verletzungen und Verbrennungen im Genitalbereich selten sind (Mirastschijski et al., 2020).
Dennoch ist auch hier die Entwicklung eines Hautersatzes von zunehmendem Interesse.
Dieser konnte nicht nur zur Rekonstruktion nach Verletzungen oder Verbrennungen,
sondern auch in der Fehlbildungschirurgie und bei geschlechtsangleichenden Operationen

zum Einsatz kommen.

Gleichzeitig besteht in der pharmazeutischen und kosmetischen Industrie ein Interesse an
artifiziellen Hautmodellen fir die Testung von neuen Medikamenten und Kosmetika. Hier
konnten Modelle gesunder und erkrankter Haut in Abhangigkeit von der Fragestellung zum
Einsatz kommen. Auf diese Weise konnten Tierversuche reduziert oder gar ersetzt werden
(Moniz et al., 2020). Dies hatte mehrere Vorteile: Es bestlinden keine ethischen Konflikte in
Bezug auf Tierversuche mehr, zudem wire die Ubertragbarkeit der Testergebnisse auf den
Menschen durch den Einsatz humaner Zellen im Tissue Engineering héher und zuletzt

waren solche Modelle auf langfristige Sicht weniger kostenintensiv (Moysidou et al., 2021).

Darliber hinaus birgt ein solcher Genitalhautersatz das Potential als dreidimensionale
Zellkultur zur Erforschung der komplexen Vorgange der Geschlechtsentwicklung und ihrer
moglichen Stérungen zu dienen. Dreidimensionale Kulturmodelle gewinnen in der

Zellbiologie zunehmend an Bedeutung. Hierbei handelt es sich um Kulturmodelle, die durch



das Vorhandensein einer dreidimensionalen Geriststruktur den zu kultivierenden Zellen
eine Besiedlung entlang des Geristes und somit ein Wachstum in einem dreidimensionalen
Zellverbund ermdoglichen. Im Gegensatz hierzu werden bei Monolayerkulturen lediglich
Flachen besiedelt, was einen ausschlielRlich zweidimensional angelegten Zellverbund zur
Folge hat (Duval et al., 2017, Jensen und Teng, 2020). Es ist aber anzunehmen, dass
Genitalhautzellen in einem dreidimensionalen Gerist durch die hohere Zelldichte und die
dreidimensionale Anordnung mehr und womaglich auch andere Zell-zu-Zell-Interaktionen
zeigen, die wiederum Einfluss auf die Vorgange der Geschlechtsentwicklung haben und

dem In-vivo-Zustand eher entsprechen.

Die Entwicklung eines dreidimensionalen genitalen Dermismodells als erster Schritt in
Richtung eines Genitalhautersatzes, zunachst aber vor allem als experimentelle

Versuchseinheit, war das Ziel dieser Arbeit.

Die erste Verwendung des hier entwickelten Dermismodells als Versuchseinheit erfolgte
ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit und hatte das Ziel, potenzielle Androgen-responsive
Gene in Vorhautfibroblasten nachzuweisen. Deren Kenntnis ist von groBem Interesse fir
die DSD-Forschung. DSD steht fiir eine Stérung/Variante in der Geschlechtsentwicklung
(Disorder/Difference of Sex Development, DSD). Der Fokus lag hier auf dem

Androgenrezeptor und den Androgen-vermittelten Signalwegen.

1.1 Die Genitalhaut

Die Haut wird in 3 Schichten unterteilt: Epidermis, Dermis und Subkutis. Die dullerste
Schicht ist die Epidermis, die sich wiederum in 4 Schichten (Stratum basale, Stratum
spinosum, Stratum granulosum und Stratum corneum) unterteilen Idsst. Sie besteht aus
Keratinozyten, Pigment-bildenden Melanozyten und zum Immunsystem gehorigen
Langerhans-Zellen und Merkelzellen. Die unter der Epidermis liegende Dermis kann in die
papillare und retikuldre Dermis eingeteilt werden (Lillmann-Rauch, 2003). Der hier
vorherrschende Zelltyp sind Fibroblasten, die die vorwiegend aus Kollagen und Elastin
bestehende Extrazellularmatrix produzieren. Auch kleinere Blutgefille, Nerven und
verschiedene Hautanhangsel wie beispielsweise SchweiR- und Talgdrisen lassen sich hier
finden. Durch die hierunter liegende vorwiegend aus Adipozyten bestehende Subkutis

ziehen die groReren Blut- und lymphatischen GefaRe (Moniz et al., 2020).



Die Genitalhaut unterscheidet sich in einigen Aspekten von der Haut anderer Kérperareale.
So fehlen im Bereich der Genitalhaut die Haare und statt einer verhornten Oberschicht liegt
teilweise Schleimhautepithel vor. Zudem ist ihre Struktur insgesamt loser und enthalt mehr
elastische Fasern und weniger Kollagen. Auch die Abgrenzung von papillarer und retikularer

Dermis ist weniger ausgepragt (Mirastschijski et al., 2020).

1.2 Tissue-Engineering

Der Begriff ,Tissue Engineering” wurde 1987 eingefiihrt und als Anwendung der Prinzipien
und Methoden der Ingenieurs- und Biowissenschaften zum Erlangen eines grundlegenden
Verstandnisses der Struktur-Funktions-Beziehungen in normalen und pathologischen
Geweben definiert. Fir die Entwicklung von biologischen Ersatzstoffen zur
Wiederherstellung, zum Erhalt oder zur Verbesserung einer normalen Organ- oder
Gewebefunktion folgt es den Prinzipien der Materialwissenschaft, dem Ingenieurwesen
und der Zelliibertragung (Atala et al., 2015). Ziel ist es, durch die Besiedlung eines biologisch
abbaubaren Materials mit den entsprechenden Zellen und deren Versorgung mit allen
notwendigen Substraten, ein wachsendes Modell des Zielorgans oder -gewebes zu schaffen

(Moysidou et al., 2021).

Als dreidimensionale Zellkultur wird eine in vitro vorliegende gewebsspezifische
Mikroumgebung bezeichnet, die es individuellen Zellen ermdglicht zu wachsen, ihre
dreidimensionale Struktur und Funktion zu behalten und mit den umgebenden Strukturen
und Zellen so zu interagieren, dass ein suffizientes Signalnetzwerk entsteht (Moysidou et
al., 2021). Durch Kombination von 3D-Zellbiologie und Tissue Engineering kdnnen Gewebe-

und Organmodelle geschaffen werden, die als dreidimensionale Zellkulturen fungieren.

Fiir die Entwicklung eines Gewebe- oder Organmodells, das als therapeutischer Ersatz oder
als dreidimensionale Zellkultur eingesetzt werden soll, miissen drei Grundpfeiler definiert
werden: das Material der Geriststruktur, die besiedelnden Zellen und die
Umgebungsparameter wie beispielsweise = Wachstumshormone oder Zytokine

(Rashidbenam et al., 2019).

Als Gerlstmaterial konnen natirliche und synthetische Materialien dienen. Zudem
kommen dezellularisierte Geriiste ebenso wie Hydrogele bestehend aus vernetzten

hydrophilen Polymeren zum Einsatz. Die Wahl des richtigen Materials kann jedoch
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schwierig sein. Das Material muss den besiedelnden Zellen die notwendigen Angriffspunkte
zur Adhasion, Proliferation, Differenzierung und Reifung geben. Zudem sollte es die
notwendigen Zell-zu-Zell- und Zell-zu-Gerust- Interaktionen wie im zu imitierenden Gewebe
ermoglichen, so dass eine Selbstorganisation der Zellen erfolgen kann (Afewerki et al., 2018,
Moysidou et al., 2021). Bei der Wahl sollte zudem auf Biokompatibilitat, Starke, Elastizitat,
Porositdt, das Vorhandensein von molekularen Gradienten sowie auf den Zugang zu
Nahrstoffen, Wachstumsfaktoren und Sauerstoff geachtet werden (Sitarski et al., 2018). Als
natlirliche Materialien stehen beispielsweise Bestandteile der Extrazellularmatrix wie
Kollagen, Laminin oder Hyaluronsdure zur Verfiigung, aber auch andere natirliche Stoffe,
die nicht in der Extrazellularmatrix vorkommen, wie Chitin oder Alginat werden genutzt
(Weng et al.,, 2021). Bei den synthetischen Materialien kommen beispielsweise
Polyethylenglykol und Propylenglykoldiacetat zum Einsatz (Afewerki et al., 2018, Nikolova
und Chavali, 2019). Auch Kombinationen aus natirlichen und synthetischen Materialien
sind moglich (Weng et al, 2021). Die Herstellung der Geriste erfolgt mittels
verschiedenster Techniken wie beispielsweise Electrospinning, Freeze-drying, Solvent
Casting, Salt Leaching oder Gas Foaming in Abhdngigkeit von den genutzten Materialien
und dem angestrebten Modell (Nikolova und Chavali, 2019). Die Entwicklung neuer
Techniken wie dem 3D-Drucken erlaubt in Kombination mit neuen Biomaterialien immer

prazisere Abbildungen komplexer Gewebsstrukturen herzustellen (Weng et al., 2021).

Die fiur die Besiedlung verwendeten Zellen stammen meist aus etablierten Zelllinien oder
werden als primare Zellen aus Gewebeproben des zu imitierenden Gewebes gewonnen.
Der Vorteil primarer Zellen ist, dass sie die morphologischen und funktionellen
Eigenschaften des entsprechenden Gewebes oder Organs besitzen. Nachteilig ist, dass ihre
Kultivierung schwierig, die Proliferationsrate abhangig von der Gewebeentitdt niedrig und
die Lebensdauer verkirzt sein kann. Zudem kann es im Laufe der Zeit zum Verlust
zellspezifischer  Eigenschaften kommen. Auch die Reproduzierbarkeit von
Versuchsergebnissen kann aufgrund unterschiedlicher Gewebeproben eingeschrankt sein
(Benam et al., 2015). Daher werden in neuerer Zeit immer haufiger Stammzellen fir das
Tissue Engineering genutzt. Sie sind vielseitige und fiir verschiedene Anwendungen
nutzbare Zellen, da sie die Fahigkeiten besitzen sich selbst zu erneuern und sich in

verschiedene Zelltypen differenzieren kénnen. Zu den genutzten Stammzellen gehoren



embryonale Stammzelllinien (ESCs), induzierte pluripotente Stammzellen (iPSCs) und
mesenchymale Stammzellen (MSCs) (Benam et al., 2015, Khademhosseini und Langer,
2016, Moysidou et al., 2021). Mehrere unterschiedliche Zelltypen, wie es auch bei allen
Geweben im menschlichen Korper der Fall ist, kommen in sogenannten Organoiden vor

(Lancaster und Huch, 2019).

Neben der Geriststruktur und den besiedelnden Zellen werden unterschiedliche
biochemische Boten- und Nahrstoffe benotigt, die das Zellwachstum, die Zellinteraktion
und -organisation beeinflussen. Da die in vitro geschaffenen Gewebe keine Versorgung tiber
BlutgefalRe besitzen, haben das Zellkulturmedium, die Biomaterialien der Geriststruktur
und die Extrazellularmatrixkomponenten die Aufgabe den Zellen Nahr- und Botenstoffe
sowie weitere |0sliche Komponenten zur Verfligung zu stellen (Afewerki et al., 2019,
Moysidou et al., 2021). Hierfir kénnen dem Zellkulturmedium weitere Stoffe wie
beispielsweise Wachstumshormone oder Zytokine hinzugefiigt werden. Diese beeinflussen
zusatzlich das Zellwachstum, das Zellverhalten und die Zellinteraktionen und pragen damit
den Charakter des Gewebes (Moysidou et al., 2021). Weitere Einflussfaktoren auf das
Zellverhalten sind darlber hinaus mechanische und physikalische Reize. So beeinflussen
Scherkrafte durch Flussigkeitsbewegungen, ebenso wie die wiederholte mechanische
Dehnung der Gewebe oder das Anlegen eines elektrischen oder magnetischen Feldes das

Zellverhalten (Mihic et al., 2014, Delon et al., 2019, Moysidou et al., 2021).

1.2.1 Tissue Engineering der Haut

Es existieren bereits mittels Tissue Engineering erschaffene Hautmodelle, die zur
Wundversorgung bei Patienten sowie als dreidimensionale Zellkulturen in der Forschung
eingesetzt werden. Ein vollstindiger, alle Anforderungen erfiillender Hautersatz konnte
aber bisher nicht entwickelt werden. So sollte ein Hautersatz eine Barrierefunktion
besitzen, aber durchldssig flir Wasser sein. Er sollte eine moglichst geringe
Inflammationsreaktion auslésen und weder lokal noch systemisch toxisch sein. Zudem muss
er gut auf Wundflichen anhaften und die entsprechenden mechanischen und
physikalischen Eigenschaften der Haut besitzen. Des Weiteren sollte er steril und im Verlauf

abbaubar sein (MacNeil, 2007). Wiinschenswert ist auch eine einfache Handhabung, eine



Anpassungsfahigkeit an unregelmafRige Wundflachen sowie die Férderung der Angiogenese

(Vig et al., 2017).

Kommerziell verfligbare, industriell hergestellte zelluldre allogene Hautersatzprodukte sind
beispielsweise = TransCyte® oder Dermagraft®. Diese tempordr nutzbaren
Hautersatzprodukte bestehen aus einer Netzstruktur oder Matrix, die mit neonatalen
Fibroblasten besiedelt ist (Vig et al., 2017). Es existieren aber auch Produkte wie
beispielsweise Orcel®, bei denen eine Kombination aus neonatalen Fibroblasten und
Keratinozyten vorliegt. Auch hier handelt es sich um einen temporaren Ersatz. Ein zellularer
autologer Hautersatz hingegen bietet eine permanente Losung. Bei den kultivierten
epidermalen Autotransplantaten (Cultured Epidermal Autograft, CEA) werden
Keratinozyten aus Hautbiopsien zunédchst kultiviert und dann (bertragen. Durch die
Zellkulturtechnik von Rheinwald und Green, bei der Keratinozyten in klonaler Zelldichte auf
einer Schicht aus todlich bestrahlten Mausfibroblasten angeziichtet werden, kdnnen hierfir
ausreichend viele Zellen aus einer kleinen Hautbiopsie des Patienten gewonnen werden
(Horch et al., 2005). CEA sind mit verschiedenen Tragersubstanzen kommerziell erhaltlich
(Vig et al., 2017). Hyalograft 3D® ist dagegen ein Beispiel fiir einen autologen Dermisersatz,
bei dem Fibroblasten in einem auf Hyaluronsdure basierenden Gerst kultiviert werden.
Des Weiteren gibt es sogenannte kultivierte Hautersatze (Cultured Skin Substitutes, CSS),
die aus epidermalen und dermalen Komponenten bestehen (Horch et al., 2005). Auch hier
stehen verschiedene kommerzielle Versionen mit unterschiedlichen Geriststrukturen zur
Verfligung. Ein Beispiel ist Permaderm®, bei dem autologe Fibroblasten und Keratinozyten
in einem Kollagengerist kultiviert werden (Vig et al., 2017). Mehrere Forschungsgruppen
haben zudem dreilagige Hautmodelle entwickelt, die neben Epidermis und Dermis auch

eine Adipozyten-haltige Subkutis vorweisen (Monfort et al., 2013).

Neben Keratinozyten und Fibroblasten werden auch beim Tissue Engineering der Haut
zunehmend Stammezellen, insbesondere mesenchymale Stammzellen, genutzt, da diese
sich in unterschiedliche Zellarten differenzieren kdnnen. Zudem besitzen sie angiogene,
immunmodulatorische und parakrine Signalfunktionen (Yu et al., 2019). Insbesondere ihre

die Wundheilung begiinstigenden Eigenschaften wirken sich positiv aus (Chen et al., 2017).

Neben dem klassischen Tissue Engineering gewinnt auch im Bereich der Haut der 3D-Druck

zunehmend an Bedeutung. Er ermoglicht die Erschaffung von lebenden Geweben, indem



biologische Materialien und Zellen prazise Schicht fur Schicht aufgebracht werden (Murphy
und Atala, 2014). Anspruchsvoll ist hierbei die richtige Kombination aus Geometrie,
kompatiblen ,Tinten” (Bio-Inks), Drucktechniken und das sich an den Druck anschlieBende
Reifungsprozedere zu finden (Yu et al., 2019). Initial erfolgt ein computergestiitzter Entwurf
des 3D-Modells. Dieser Entwurf gibt die gewlinschte Geometrie und innere Struktur sowie
die Positionen der Bio-Ink-Bestandteile wieder (Yan et al., 2018). Bei den fiir den Druck
verwendeten Materialien gibt es wie auch bei anderen Organen eine grolle Auswahl. So
kann auch hier zwischen Biomaterialien wie Kollagen und synthetischen Materialien sowie
einer Kombination aus beiden gewdhlt werden. Diese Wahl beeinflusst dann auch die
Entscheidung, welche Technik zur Herstellung des 3D-Drucks angewendet wird (Yu et al.,
2019). Als besiedelnde Zellen werden aktuell vor allem Fibroblasten und Keratinozyten
sowie Stammzellen verwendet. Um einen lebensechteren Ersatz zu schaffen, gibt es zudem
Bestrebungen auch Melanozyten und Endothelzellen in die Hautmodelle zu integrieren.
Aber auch komplexere Bestandteile der Haut, wie die Hautanhangsgebilde und Gefalle,
sollen in der Zukunft integriert werden (Weng et al., 2021). So erschufen Kim et al. 2019
bereits ein dreischichtiges vaskularisiertes Hautmodell. Dies zeigt, was filr eine

vielversprechende Technik der 3D-Druck ist.

1.2.2 Tissue Engineering des Urogenitaltrakts

Der Schwerpunkt des Tissue Engineerings liegt hinsichtlich des Urogenitaltrakts auf der
Entwicklung eines Urethraersatzes. Krankheitsbilder wie schwere Hypospadien bedirfen
haufig mehrzeitiger Korrekturoperationen, bei denen zum Teil Praputium- und
Mundschleimhaut als Ersatz genutzt werden. Doch auch hier besteht eine Limitation in der
Menge des fiir die Rekonstruktion nutzbaren Gewebes. Auf der Suche nach innovativen
Behandlungsmoglichkeiten steht daher die Frage im Mittelpunkt, wie die fehlenden
genitalen Gewebe ersetzt werden konnen (De Kemp et al., 2015). Verschiedene
Forschungsgruppen versuchen eine Antwort mit den bereits beschriebenen Techniken des
Tissue Engineering zu finden. Durch den Einsatz einer azelluldren tubuldren Matrix kdnnen
urethrale Defekte zwar schon erfolgreich regeneriert werden, nur ist dies auf kurze Defekte
mit einer maximalen GroRRe von 0,5 cm limitiert (Chen et al., 2012). Daher werden auch hier
mit Zellen besiedelte Gerlststrukturen genutzt. So besiedelten Feng et al. 2011

beispielsweise eine porcine azelluldre Corpus spongiosum Matrix (ACSM) mit autologen
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glatten Muskelzellen und lingualen Keratinozyten eines Kaninchens, die daraufhin eine
Epithelschicht und organisierte Muskelfaserbilindel bildeten. Ein am Patienten bereits
eingesetztes Transplantat wurde von Raya-Rivera entwickelt. Es handelt sich dabei um ein
mit autologen urothelialen Zellen und glatten Muskelzellen besiedeltes, rohrenférmiges
Polyglykolsaure:Poly(laktid-co-glykolid)-Gerist, das bei 5 Jungen erfolgreich als tubulares

Transplantat Verwendung fand (Raya-Rivera et al., 2011).

1.3 DSD-Forschung

Die Abkirzung ,DSD” steht fiir ,Disorder/Difference of Sex Development” und damit fiir
eine Storung bzw. Variante in der Geschlechtsentwicklung. Diese liegt vor, wenn bei einem
Menschen der Chromosomensatz, die Ausprdagung der Gonaden und der Phanotyp nicht

Ubereinstimmen.

Bestandteil der DSD-Forschung ist neben der Erforschung der Storungen/Varianten der
Geschlechtsentwicklung auch die Grundlagenforschung Uber die physiologische
Geschlechtsentwicklung. Unsere Arbeitsgruppe legt hier einen Schwerpunkt auf die
Geschlechtsentwicklung bei 46, XY-Karyotyp und die Androgen-vermittelten Signalwege.
Das in dieser Arbeit entwickelte genitale Dermismodell soll in diesem Rahmen zunéachst fir
den Nachweis potenzieller Androgen-responsiver Gene bei gesunden Probanden
Anwendung finden und damit weitere Aufschliisse zu den Androgen-vermittelten
Signalwegen geben. Um einen Uberblick iiber die Androgen-vermittelten Signalwege zu
gewinnen, werden die Androgene, der Androgenrezeptor und dessen Funktion im

Folgenden beschrieben.

1.3.1 Androgene

Als Androgene werden die mannlichen Sexualhormone bezeichnet. Es handelt sich um C-
19-Steroidhormone, deren Hauptvertreter Testosteron und Dihydrotestosteron (DHT) sind
(Drucker, 1977, Schiffer et al., 2018). Sie spielen eine wichtige Rolle in der
Geschlechtsdifferenzierung bei 46, XY-Karyotyp, der  Auspragung ihrer
Geschlechtsmerkmale, deren Funktion sowie bei der Reproduktion (Patrdo et al., 2009,

Flick und Pandey, 2014). Aber auch andere Organe und Organsysteme wie beispielsweise



Knochen, Muskeln, Haare und das Gehirn werden durch sie beeinflusst (Naamneh Elzenaty

et al., 2022).

1.3.2 Die Androgenbiosynthese

Der Hauptsyntheseort der Androgene bei 46, XY-Karyotyp sind die Leydig-Zellen der Hoden
(Payne und Youngblood, 1995). Ausgangspunkt fiir die Synthese aller Steroidhormone ist
Cholesterin (Payne und Youngblood, 1995, Kraemer et al., 2004, Miller und Auchus, 2011).
Das fiir die Androgenbiosynthese benétigte Cholesterin wird entweder aus dem
Blutkreislauf in die Leydig-Zellen aufgenommen, dort de novo synthetisiert oder der
Zellmembran entnommen (Scott et al., 2009, Kraemer et al., 2004). Sein Transport in die
Mitochondrien erfolgt durch das Steroidogenic Acute Regulatory Protein (StAR) (Arakane et
al., 1998, Naamneh Elzenaty et al., 2022). Hier wird durch die Abspaltung einer Seitenkette
Pregnenolon gebildet. Dieser Vorgang wird dort durch das Enzym CYP11A1 (Cytochrome+
P450 Family 11 Subfamily A Member 1) und seinen Kofaktoren Ferrodoxin und Ferrodoxin-
Reduktase katalysiert (Hume et al., 1984, Payne und Hales, 2004, Udhane und Fliick, 2016).
Pregnenolon gelangt aus den Mitochondrien zum glatten endoplasmatischen Retikulum,
wo die weiteren Syntheseschritte zum Testosteron ablaufen. Diese werden durch die
Enzyme CYP17A1 (Cytochrome P450 Family 17 Subfamily A Member 1), 3pB-
Hydroxysteroiddehydrogenase (HSD3B) und 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase (HSD17B)
katalysiert, wobei es zwei mogliche Synthesewege gibt. Beim Menschen wird die groRRte
Menge Testosteron durch die Umwandlung von Pregnenolon zu Androstendion Uber die
Zwischenprodukte A5  Steroid Pregnenolon, 17a-Hydroxypregnenolon und
Dehydroepiandrosteron (DHEA) gebildet. Verantwortlich flir diese Umwandlungen sind die
17-Hydroxylase- und die 17,20 Lyase-Aktivititen des CYP17A1 unterstitzt durch die
Cofaktoren P450 Oxydoreduktase (POR) und Cytochrom b5 (CYB5). DHEA wiederum wird
dann durch die HSD3B zu Androstendion umgewandelt. Es ist aber auch die Umwandlung
von Pregnenolon zu Androstendion tber die Zwischenprodukte A4 Steroid Progesteron und
17a-Hydroxyprogesteron, katalysiert durch die HSD3B, die 17-Hydroxylase- und die 17,20
Lyase-Aktivitat des CYP17A1, moglich. Die Bevorzugung des ersten Syntheseweges ist durch
die verminderte 17,20-Lyase-Aktivitat bei 17a-Hydroxyprogesteron im Vergleich zu 17a-
Hydroxypregnenolon begriindet (Flick und Pandey, 2014). Zuletzt wird das auf beiden

Synthesewegen entstandene Androstendion durch die HSD17B, vor allem dem Isoenzym
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Typ 3, zu Testosteron reduziert. Die Konversion des Testosterons zum potenteren
Dihydrotestosteron wird durch 2 NADPH-abhdngige Isoenzyme der 5a-Reduktase in den
entsprechenden Organen katalysiert (Imperato-McGinley und Zhu, 2002). Neben diesem
yklassischen” Testosteronsyntheseweg existiert noch ein ,alternativer” Weg durch die
yHintertlir”, der eine Rolle in der fetalen Geschlechtsdifferenzierung zu spielen scheint.
Seine Bedeutung im Laufe des weiteren Lebens ist aber noch unklar. Der ,alternative”
trennt sich vom ,klassischen” Weg auf Hohe des 17-Hydroxyprogesteron (17-OH-
Progesteron), das Uber 17-OH-Dihydroprogesteron (17-OH-DHP), 17-OH-Allopregnanolon,
Androsteron und Androstandiol durch die Enzyme 5a-Reduktase Typ 1, AKR1C2/4 (aldo-
keto reductase family 1, member C2/4), CYP17A1, HSD17B3/5 und AKR1C2/4 oder
HSD17B6 zu Dihydrotestosteron umgewandelt wird (Biason-Lauber et al., 2013). Des
Weiteren kann die Trennung auch auf Hohe des Progesterons erfolgen, das Uber 5a-
Dihydroprogesteron (5a-DHP) und Allopregnanolon durch die Enzyme 5a-Reduktase Typ 1,
AKR1C2/4 und CYP17A1 zu 17-OH-Allopregnanolon umgewandelt wird und von dort den
gemeinsamen alternativen Syntheseweg zum Dihydrotestosteron nimmt. Zudem werden in
der Peripherie weitere aktive Androgene, namlich das 11-Keto-Testosteron und das 11-
Keto-Dihydrotestosteron, tiber den C11-Oxy-Syntheseweg produziert. In den Nebennieren
werden die hierfiir benotigten Vorstufen, das 11B-Hydroxyandrostendion und das 11R-
Hydroxytestosteron, durch das Enzym 11R-Hydroxylase mittels 11R3-Hydroxylierung von
Androstendion und Testosteron hergestellt (Schiffer et al., 2018). Diese gelangen in die
peripheren Organe, wo sie Uiber 11-Keto-Androstendion und 11-Keto-Testosteron durch die
Enzyme 11R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 2, 17R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
Typ 3 und 5 sowie 5 a -Reduktase Typ 1 und 2 letztendlich zu 11-Keto-Dihydrotestosteron

umgewandelt werden (Naamneh Elzenaty et al., 2022).
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Abbildung 1: Die Androgenbiosynthese, der klassische und alternative Syntheseweg

1.3.3 Struktur und Funktion des Androgenrezeptors

Der Androgenrezeptor (AR) gehort zu der Familie der Steroidrezeptoren. Es handelt sich
dabei um einen nukledren Rezeptor von 110 kDa bestehend aus 920 Aminosduren, der als
Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor fungiert und auf diese Weise seine Funktion
ausibt. Das Gen des Androgenrezeptors befindet sich auf dem X-Chromosom an Position
g11-12 und gehort zu den stark konservierten Genen (Brown et. al., 1989, Naamneh
Elzenaty et al., 2022). Es erstreckt sich Gber 186 Kilobasenpaare und enthélt 8 Exons, eine
groRe 5°-untranslatierte und eine groRe 3‘-untranslatierte Region. Der Androgenrezeptor
besteht aus vier verschiedenen Domanen, einer groBen N-terminalen Domane (NTD),
codiert durch das Exon 1, einer DNA-Bindungsdomane (DBD), codiert durch die Exons 2 und
3, einer Liganden-Bindungsdomane (LBD), codiert durch die Exons 4 bis 8, und einer kleinen
Achsendomane zwischen DBD und LBD, codiert durch das 5- Ende von Exon 4 (Brinkmann

et. al., 1989, Faber et. al., 1991, Li et al., 2019).

Die NTD ist ein kaum konservierter Bereich des Androgenrezeptors und differiert in Lange
und Aminosaurenzusammensetzung stark gegeniliber anderen Steroidrezeptoren. Zu der
NTD gehort die sogenannte activation function 1 (AF1), bestehend aus zwei separaten
Transaktivierungseinheiten, TAU-1 und TAU-5 (Chamberlain et al., 1996, Werner und
Holterhus, 2014). Diese interagiert mit Transkriptionskoregulatoren wie z. B. der grof3en

Untereinheit RAP74 des Transkriptionsfaktors TFIIF, der eine wichtige Rolle bei der
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Steuerung der RNA-Polymerase Il und somit bei der Transkription spielt (McEwan und
Gustaffson, 1997). Daher scheint die NTD der Teil des Androgenrezeptors zu sein, der mit
der Transkriptionsmaschinerie der Zelle interagiert (Simental et al., 1991). Zudem moduliert
sie die Bindungsaffinitit der DBD gegeniliber bestimmten Genen und vermag
moglicherweise somit unspezifische Interaktionen des Androgenrezeptors mit der DNA zu

verringern (Brodie und McEwan, 2005).

Die DBD ist die am starksten konservierte Region der nukledren Rezeptoren (Faber et al.,
1991). Sie besteht aus 66 Aminosduren, die 2 Zinkfinger und eine C-terminale Verldangerung
formen. Der erste Zinkfinger enthalt die sogenannte P-Box, die (iber Wasserstoffbriicken
eine Verbindung mit den DNA-Nukleotiden bildet. Die Bindung des Androgenrezeptors
erfolgt an die sogenannten Androgen-responsiven Elemente (ARE), 15 bp messende DNA-
Abschnitte in der Ndahe der Androgen-responsiven Gene, die wie folgt notiert werden:
5-(A/G)GAACANNNTGT(T/G)C(C/T)-3* (McEwan, 2012). Fur ihre Erkennung scheint die C-
terminale Verldangerung eine wichtige Rolle zu spielen (Haelens et al., 2003). Der zweite
Zinkfinger enthdlt die sogenannte D-Box, bestehend aus den Aminosauren Alanin, Serin,
Arginin, Asparagin und Asparaginsaure, die wichtig fir die Dimerisierung des Rezeptors und

die Stabilisierung des DNA/Rezeptor-Komplexes ist (Shaffer et al., 2004).

Die Achsendomaéne (Hingeregion, H) ist eine unter den Steroidrezeptoren nicht konservierte
Region. Sie enthdlt die C-terminale Region der DBD und die Liganden-abhdngigen
zweiteiligen Kernlokalisierungssignale (NLS), die fir den Transfer in den Zellkern durch
Bindung an Importin a verantwortlich sind (Claessens et al., 2008). Zudem erfolgen viele
der posttranslationalen Modifizierungen des Androgenrezeptors wie Acetylierung,
Methylierung, Ubiquitylierung und Phosphorylierung im Bereich der Achsendomane. Sie
fungiert als Anlaufstelle verschiedener Rickkopplungsmechanismen und beeinflusst durch
Regulierung der DNA-Bindung, der Rekrutierung von Koaktivatoren und Korepressoren
sowie der intramolekularen N/C-Interaktionen die Androgenrezeptoraktivitat (Werner und

Holterhus, 2014, Li et al., 2019).

Die LBD besteht aus 11a-Helices und 2 anti-parallelen B-Sheets bestehend aus 4 kurzen B-
Strangen, die eine Sandwich-dhnliche Struktur bilden, in deren Inneren sich die sogenannte
Ligandenbindungstasche (LBP) befindet. Sie ist verantwortlich flir die Interaktion mit

steroidalen und nicht-steroidalen Liganden (Matias et al., 2000). Nach Bindung eines
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Liganden kommt es zu einer Formveranderung der LBD. Das C-terminale Ende von Helix 12
formt einen Deckel (iber der LBP, im Weiteren bildet sich die activation function 2 (AF2), die
flr Protein-Protein-Interaktionen mit koregulierenden Proteinen verantwortlich ist. Diese
Interaktion wird u. a. von einem weiteren Teil der LBD, der sogenannten binding function 3
(BF3), der kleine Molekile bindet, reguliert (Estébanez-Perpina et al., 2007). Zudem
interagiert die AF2 auch mit der FxxLF-Sequenz der NTD, was als N/C-terminale Interaktion
bezeichnet wird und eine wichtige Rolle bei der selektiven AR-abhangigen Genexpression

spielt (He und Wilson, 2002).

T T NLS
TAU-1 TAU-5
(110-370) (360-485)

Abbildung 2: Struktur des Androgenrezeptors

Nach Diffusion eines Liganden (Testosteron oder Dihydrotestosteron) in die Zielzelle
interagiert dieser mit dem Androgenrezeptor, der sich als Komplex mit
Hitzeschockproteinen und Immunophilinchaperonen (u.a. HSP90, HSP70, HSP56 und p23)
im Zytoplasma befindet (Heemers und Tindall, 2007). Nach Bindung an den Rezeptor I6st
sich dieser aus dem Multiproteinkomplex, legt die Kernlokalisierungssignale frei,
transloziert in den Kern durch Bindung an das Importin a-Importin B Heterodimer und
dimerisiert dort (Jenster et al., 1993, Werner und Holterhus, 2014). Im Zellkern bindet er
an die Androgen-responsiven Elemente, die sich am Promotorbereich der Androgen-
responsiven Gene befinden und die Transkriptionsmaschinerie der Zelle aktivieren (Shaffer
et al., 2004). Zusatzlich beeinflussen eine Reihe von Koregulatoren durch unterschiedliche
Mechanismen wie die Steigerung der Androgenrezeptoraktivitidt, die Modulation der DNA-
Bindung, durch Chromatinumgestaltung und Aktivierung andere Koregulatoren die
zellspezifische Antwort auf die Androgenrezeptoraktivierung (Heemers und Tindall, 2007).
Viele dieser Koregulatoren besitzen zudem eine enzymatische Aktivitdt, die zu
posttranslationalen Modifizierungen wie Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung,

Ubiquitinierung, Sumoylierung und ADP-Ribosylierung des Androgenrezeptors fiihren und
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so die Androgenrezeptoraktivitdt modulieren (Coffey und Robson, 2012). Der Formin- und
Aktin-Regulator dishevelled-associated activator of morphogenesis 2 (DAAM2) ist einer
dieser Koregulatoren. Durch die Polymerisation von Aktin am Androgenrezeptor steuert er
die DHT-stimulierte Androgenrezeptoraktivitdt. Die durch DHT induzierte DAAM2-
vermittelte Aktinpolymerisation fiihrt hierbei zur Blindelung des Androgenrezeptors, der so

eine aktive transkriptionsfahige Form annimmt (Knerr et al., 2023).

Die Genexpression kann neben der direkten Beeinflussung iber die ARE auch indirekt iber
die Steigerung anderer Transkriptionsfaktoren oder die Steigerung der Produktion anderer

Hormone beeinflusst werden (De Bruyn et al., 2011).

Zudem gibt es auch nicht-genomische Mechanismen, liber die Zellen durch Androgene
beeinflusst werden z. B. durch Aktivierung von Kinase-assoziierten intrazelluldren
Signalwegen oder Veranderungen des intrazelluldaren Calciumgehalts (Foradori et al., 2008,
Patrdo et. al., 2009). Diese nicht-genomischen Mechanismen laufen in der Regel in einem
kurzen Zeitraum ab (Zamagni et al., 2019). So induzieren Androgene unter anderem die
Bindung des Androgenrezeptors an die Tyrosinkinase Src. Dies fiihrt Gber die Aktivierung
einer MAPK/ERK-Kaskade zur Zunahme der Zellproliferation, indem die Aktivitdt von AR-
unabhangigen Transkriptionsfaktoren im Zellkern beeinflusst wird (Zarif et al., 2015). Des
Weiteren unterstitzt ERK1/2 das Zelliberleben durch Aktivierung des cAMP-responsiven-
Element-Bindungsproteins (Bonni et al., 1999). Das Zellliberleben wird zudem noch durch
einen zweiten nicht-genomischen Signalweg des Androgenrezeptors beeinflusst. Uber
Aktivierung des PI3K/Akt Signalwegs durch direkte Liganden-unabhéangige Interaktion des
Androgenrezeptors mit PI3K wird die Aktivierung der Akt-Kinase induziert, die wiederum
Transkriptionsfaktoren reguliert, die Apoptosevorgange hemmen (Leung und Sadar, 2017,

Zamagni et al., 2019).
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Abbildung 3: Wirkungsweise der Androgene in der Zielzelle (nach Naamneh Elzenaty et al., 2022).
HSP: Hitzeschockproteine, A: Androgene, AR: Androgenrezeptor, ARE: Androgen-responsive Elemente

1.4 Fragestellung und Zielsetzung

1.4.1 Fragestellung

Auch wenn Verletzungen des Genitalbereichs selten sind, besteht ein Interesse an der
Entwicklung eines Genitalhautersatzes. Dieser wdare nicht nur zur Versorgung nach
ebensolchen Verletzungen einsetzbar, sondern kdnnte auch zur Rekonstruktion genitaler
Fehlbildungen und bei geschlechtsangleichenden Operationen genutzt werden. Diese
stellen Urologen und Chirurgen auch heute noch vor groRe Herausforderungen, da ein
Mangel an benotigtem Gewebe herrscht. Zell-Matrix-Systeme kdnnten hier die Basis zum

,mitwachsenden” Genitalhautersatz darstellen.

Zudem wadren diese auch in der Forschung vielseitig einsetzbar. In der pharmazeutischen

und kosmetischen Industrie konnten sie in der Testung neuer Medikamente und Kosmetika
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Verwendung finden. Aber auch in der Grundlagenforschung z.B. zu den Vorgangen der
Geschlechtsentwicklung stellen sie eine vielversprechende Versuchseinheit dar. Derzeit
erfolgen die In-vitro-Untersuchungen zu den Vorgdangen der Geschlechtsentwicklung an
Monolayerkulturen, am haufigsten an Vorhautfibroblastenkulturen. Diese konnen den In-
vivo-Zustand allerdings nur eingeschrankt widerspiegeln. In vivo sind die Zellen in einem
dreidimensionalen Gewebsverbund angeordnet, so dass andere rdumliche Verteilungen
der Zellbindungsstellen und andere physikalische Grenzen herrschen. Eine Ubertragbarkeit
der Ergebnisse aus Monolayerkulturuntersuchungen auf den In-vivo-Zustand ist daher nur
mit Vorsicht moglich, da durch die zweidimensionale Anordnung der Zellen einige Zell-zu-
Zell-Interaktionen sowie die Interaktion mit der Extrazellularmatrix eingeschrankt sind.
Daher besteht ein hohes Interesse an experimentellen Systemen, die moglichst auch
komplexe Aspekte in vitro modellieren kdnnen. Bei Probanden mit 46, XY-Karyotyp stellt
sich beispielsweise die Frage, ob die dreidimensionale Anordnung der Zellen
moglicherweise Einfluss auf deren Expression des Androgenrezeptors und auf die
Expression Androgen-responsiver Gene hat, wobei zunachst der Nachweis Androgen-

responsiver Gene im Fokus dieser Arbeit steht.

1.4.2 Zielsetzung

1.4.2.1 Entwicklung eines genitalen Dermismodells

Das erste Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines dreidimensionalen genitalen
Dermismodells. Hierfir wurde Integra® ein Material der Firma Integra LifeSciences
Corporation, als dreidimensionale Matrix genutzt und mit Vorhautfibroblasten gesunder
Probanden besiedelt. Um die erfolgreiche Besiedlung der Matrix mit den
Vorhautfibroblasten und deren Wachstum innerhalb der Matrix nachzuweisen, erfolgten
Messungen der Gesamt-Proteinmenge und der Gesamt-RNA sowie ein MTT-Reduktions-

Assay.
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Abbildung 4: Makroskopisches Bild der Integra®-Matrix (Homepage der Integra LifeSciences Corporation)

1.4.2.2 Vergleich der Integra®-Matrix-Kulturen mit Monolayerkulturen

Zur Charakterisierung des entwickelten Dermismodells und zur Untersuchung einer
moglichen Uberlegenheit gegeniiber Monolayerkulturen erfolgten vergleichende
Untersuchungen der beiden Kulturbedingungen in Bezug auf die
Androgenrezeptorexpression auf Protein- und RNA-Ebene sowie in Bezug auf die Expression
moglicher Androgen-responsiver Gene. Um eine Verfdlschung der Ergebnisse durch
Apoptosevorgidnge zu verhindern, erfolgten die Untersuchungen an sich noch im Wachstum
befindenden Vorhautfibroblasten. Hierbei lautete die Studienhypothese, es besteht ein

Unterschied zwischen Integra®-Matrix-Kulturen und Monolayerkulturen.

1.4.2.3 Nachweis Androgen-responsiver Gene

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war der Nachweis Androgen-responsiver Gene als eine erste
experimentelle Anwendung des entwickelten Dermismodells. Unserer Hypothese nach
flhrt der Zusatz von Dihydrotestosteron (DHT) zum Kulturmedium der Vorhautfibroblasten
zu einer Steigerung der Genexpression potenzieller Androgen-responsiver Gene. Daher
wurden Vorhautfibroblasten gesunder Probanden mit und ohne Zusatz von 10 nM DHT
kultiviert und deren Genexpression vergleichend untersucht. Hierfir wurde eine
Dihydrotestosteronkonzentration oberhalb der physiologischen Konzentration eines
prapubertdren Jungen verwendet, um moglichst aussagekraftige Unterschiede in der
Genexpression nachweisen zu konnen. Es erfolgten RT-PCR-Analysen fir die Gene

Apolipoprotein D und Insulin-like growth factor binding protein 2. Diese Gene waren bereits
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durch Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe als potenzielle Androgen-responsive Gene

identifiziert worden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Eine ausfihrliche Aufstellung der verwendeten Gerate, Verbrauchsmaterialien, Reagenzien

und Chemikalien findet sich im Anhang dieser Arbeit.

2.2 Ethikvotum und Einverstandnis

Die Aufklarungsmaterialien zur Spende von Vorhautgewebe im Rahmen der EuroDSD sind
durch die Ethikkommission der Universitat zu Libeck geprift und genehmigt worden
(Ethikantragnummer: AZ 08-081). In die Spende von Vorhautgewebe und dessen
wissenschaftlicher Nutzung wurde durch die Erziehungsberechtigten der Probanden

eingewilligt.

Eine weitere Genehmigung der Versuche dieser Arbeit durch die Ethikkommission war zum

Zeitpunkt der Versuche nicht notwendig, da keine ethischen Risiken erkennbar waren.

2.3 Methoden

Zu Beginn der Arbeit erfolgte die Etablierung des genitalen Dermismodells. Hierfir
besiedelten wir Integra®-Matrix-Stiicke mit Vorhautfibroblasten gesunder Probanden und
untersuchten deren Wachstumsverhalten in der dreidimensionalen Matrix mittels der
Bestimmung des Gesamt-Protein- und Gesamt-RNA-Gehalts sowie mittels eines MTT-

Reduktions-Assays wie im Folgenden beschrieben.

Im Anschluss an die Wachstumsversuche wurde eine Versuchsreihe durchgefiihrt, die
einerseits einen Vergleich von Integra®-Matrix-Kultur zu Monolayerkultur und andererseits
den Einfluss vom DHT-Zusatz im Ndhrmedium (DMEM-Medium + DCC-FCS) auf die

Vorhautfibroblasten untersuchte. Hier war der Versuchsaufbau folgender:
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VORHAUT

Vorhautfibroblastenkultur Vorhautfibroblastenkultur
in Chang D-Medium ohne in Chang D-Medium mit 10
DHT-Zusatz nM DHT-Zusatz
Vorhautfibroblastenkultur in DMEM + DCC- Vorhautfibroblastenkultur in DMEM + DCC-
FCS ohne DHT-Zusatz FCS mit 10 nM DHT-Zusatz
Vorhautfibroblasten- Vorhautfibroblasten- Vorhautfibroblasten- Vorhautfibroblasten- Vorhautfibroblasten- Vorhautfibroblasten-
kultur (4. Passage) kultur (4. Passage) kultur (4. Passage) kultur (4. Passage) mit kultur (4. Passage) mit kultur (4. Passage) mit
ohne DHT-Zusatz auf ohne DHT-Zusatz in ohne DHT-Zusatz auf 10 nM DHT-Zusatz auf 10 nM DHT-Zusatz in 10 nM DHT-Zusatz auf
Integra-Matrix Zellkulturflaschen Chamber Slides Integra-Matrix Zellkulturflaschen Chamber Slides
Tag 5: Tag 5: Tag 5: Tag S: Tag 5: Tag 5:
Proteinisolierung Proteinisolierung Immunhistologie Proteinisolierung Proteinisolierung Immunbhistologie
RNA-Isolierung RNA-Isolierung RNA-Isolierung RNA-Isolierung
Immunhistologie Immunhistologie

Abbildung 5: Aufteilung der Vorhautfibroblastenkulturen in die einzelnen Versuchsgruppen

2.3.1 Zellkultur

2.3.1.1 Zellkulturmedien

Das Chang D Medium wurde gebrauchsfertig vom Hersteller Trinova Biochem GmbH
geliefert und bei -20 °C gelagert. Vor dem Gebrauch wurde es auf 37 °C im Wasserbad
erwarmt und einmalig mit 2 % Antibiotic-Antimycotic Solution (je 10.000 U Penicillin, 10 mg

Streptomycin, 25 pg Amphotericin B pro ml) von Sigma vermischt.

Dulbeccos Modifiziertes Eagle Medium (DMEM) von Sigma wurde nach Anleitung des
Herstellers hergestellt (DMEM-Pulver fiir 5 | mit 6 g NaHCO3 (MG 84,01 g) in 5 | Aqua dest.,
pH 7,3), steril filtriert, in 500 ml Flaschen aliquotiert und bei 4 °C gelagert. Vor dem ersten
Gebrauch wurde jeder 500 ml Flasche 10 % steroidfreies fotales Kalberserum (DCC-FCS)

und 1 % Antibiotic-Antimycotic Solution von Sigma hinzugefigt.

Die Lagerung erfolgte bei 4 °C. Vor Verwendung wurde das Medium auf 37 °Cim Wasserbad
erwarmt. Flir die Kryokonservierung wurde das DMEM + DCC-FCS mit 10 % DMSO

(Dimethylsulfoxid) (Einfriermedium) versetzt.

RPMI 1640 Medium mit Glutamin, ohne Phenolrot und ohne NaHCO3 von Sigma wurde

nach Anleitung des Herstellers hergestellt (RPMI 1640-Pulver fir 1 | mit 2 g NaHCOs; (MG

84,01 g) in 1| Aqua dest., pH 7,2), steril filtriert, in 500 ml Flaschen aliquotiert und bei 4 °C
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gelagert. Vor dem ersten Gebrauch wurde jeder 500 ml Flasche 10 % steroidfreies fotales

Kalberserum (DCC-FCS) und 1 % Antibiotic-Antimycotic Solution von Sigma hinzugefigt.

Die Lagerung erfolgte bei 4 °C. Vor Verwendung wurde das Medium auf 37 °Cim Wasserbad
erwarmt. Fir die Kryokonservierung wurde das RPMI 1640 + DCC-FCS mit 10 % DMSO

(Einfriermedium) versetzt.

Steroid-freies fétales Kalberserum:

Zur Herstellung eines steroidfreien fotalen Kalberserums (DCC-FCS) wurde Aktivkohle
genutzt, die die Steroide adsorbiert. Zunachst wurde aus 200 ml 10 mM Tris-HCI-Puffer, 5 g
Aktivkohle und 0,5 g Dextran eine Suspension hergestellt. Diese wurde iber Nacht bei 4 °C
gerihrt, so dass das Dextran von der Aktivkohle adsorbiert wurde. Dieses sollte verhindern,
dass grofRere Partikel des Mediums, die fir das Wachstum der Zellen wichtig sind, neben

den Steroiden von der Aktivkohle adsorbiert werden.

Am Folgetag wurde die Suspension in vier 50 ml Réhrchen aliquotiert, fir 10 Minuten bei
3000 rpm und 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die vier Kohle-Pellets
wurden nun mit 1000 ml fetalem Kalberserum (FCS) resuspendiert und das Gemisch fir 2
Stunden bei 0 °C im Eisbad langsam geriihrt. Bei diesem Vorgang adsorbierte die Aktivkohle
nun selektiv die hormonellen Bestandteile und kleineren Verunreinigungen des FCS. Im
Anschluss wurde das FCS durch Filtrierung mittels Filterpapiers von der Aktivkohle gereinigt.
Daraufhin wurde das nun Steroid-freie FCS (DCC-FCS) dreimal steril filtriert und als 50 ml

Aliquots bei -20 °C aufbewahrt.

2.3.1.2 Gewinnung von Vorhautfibroblasten

Die fur die Anzucht der Vorhautfibroblasten genutzten Gewebestiicke wurden bei
Operationen wie z.B. Zirkumzisionsoperationen aufgrund einer vorliegenden Phimose
gewonnen. Es wurden von jeweils elf Probanden entsprechende Gewebeproben

entnommen. Die Probanden waren zwischen einem und zehn Jahre alt.

2.3.1.3 Anzichten von Vorhautfibroblasten

Zunachst wurden die gewonnenen Gewebeproben in Quantum-Ndhrmedium bis zu ihrer

Weiterverarbeitung gelagert. Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen mit
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autoklavierten und sterilen Materialien und L&sungen unter sterilen Werkbanken

durchgefiihrt.

Als Vorbereitung wurden Zellkulturflaschen a 25 cm? mit 2 ml Chang D Medium befillt, so

dass ihr Boden benetzt war.

Die Gewebeprobe wurde nun in eine Petrischale gegeben und das Quantum Medium
abgesaugt, ohne das Gewebestiick zu beschadigen. Es wurde 1 ml Chang D Medium
hinzugefligt. Daraufhin erfolgte das Zerteilen der Gewebeprobe in kleine Stliicke mit Hilfe
einer Schere. Die zerkleinerten Gewebstlicke wurden zusammen mit dem Chang D Medium

mit einer 5 ml-Stabpipette aufgenommen und in die Zellkulturflaschen tberfiihrt.

In jeder Zellkulturflasche befanden sich am Ende 3 ml Chang D Medium mit

Gewebestlicken. Es wurden jeweils vier bis sechs Zellkulturen angelegt.

Diese wurden in zwei Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe wurden nur mit dem Chang D
Medium kultiviert, bei der zweiten Gruppe wurde zusatzlich 10 nM DHT dem Medium
hinzugefiigt. Nachdem in der Mikroskopie einzelne angewachsene Zellen gesehen wurden,
wurde das Chang D Medium gegen DMEM-Medium + DCC-FCS jeweils mit und ohne 10 nM

DHT ausgetauscht.

2.3.1.4 Weitere Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden bei 37 °Cund 5 % CO; kultiviert. Ein Mediumwechsel wurde alle drei Tage

durchgefiihrt. Die Zellen wurden bis zu 80 % Konfluenz kultiviert.

2.3.1.5 Passage und Kryokonservierung der Vorhautfibroblasten

Wenn die Zellen eine Konfluenz von 80 — 90 % erreicht hatten, wurden sie in die nachste

Passage Uberflhrt.

Das Kulturmedium wurde vorsichtig abgesaugt. Die Zellen wurden 2x mit PBS gewaschen,
um das Medium restlos zu entfernen. Der PBS-Puffer wurde ebenfalls vorsichtig abgesaugt.
Danach wurden 2 ml 0,05 % Trypsin-EDTA in PBS hinzugegeben und die Zellen bei 37 °C
inkubiert, bis sie sich vom Boden der Zellkulturflaschen 16sten. Sobald sich die Zellen geldst
hatten, wurden sie mit 10 ml Medium vom Boden der Zellkulturflaschen gespiilt, was die
Trypsinbehandlung stoppte. Das Medium mit den Zellen wurde dann mit einer 10 ml-

Pipette aufgenommen und in Harre-R6hrchen Uberfiihrt. Diese wurden bei 2000 rpm 10
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Minuten zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt, ohne das beim Zentrifugieren
entstandene Pellet zu beschidigen. Das Pellet wurde daraufhin in 10 ml Medium

resuspendiert und in 75 cm? Zellkulturflaschen mit 15 ml Medium tberfihrt.

Die Kryokonservierung wurde bei einer ca. 80 %-igen Konfluenz in einer 75 cm?
Zellkulturflasche durchgefiihrt. Fir diese wurde bis zur Herstellung des Zellpellets wie
bereits beschrieben vorgegangen. Die Resuspension erfolgte mit 1,5 ml Einfriermedium
(DMEM-Medium + DCC-FCS, 10 % DMSO). Die Suspension wurde in Kryoréhrchen Gberfihrt
und in einem Einfriergerat der Firma Nalgene mit einer Abkiihlrate von 1 °C/min bis -80 °C
langsam heruntergekiihlt. Nach 24 Stunden erfolgte die endgiiltige Lagerung der

Kryoréhrchen in fliissigem Stickstoff.

2.3.1.6 Integra®-Matrix

Die Integra®-Matrix der Firma Integra LifeSciences Corporation, entwickelt 1980 von Yannas
und Burke, ist ein fur die chirurgische Behandlung von Hautldsionen, insbesondere nach
Verbrennungen, genutztes Membransystem. Das zweischichtige Membransystem fungiert
als Fasergerist fiir die Hautregeneration. Es setzt sich aus zwei Schichten, dem Dermis- und
dem Epidermisersatz zusammen. Der Dermisersatz besteht aus vernetztem
Rindersehnenkollagen und Haifischknorpel-Glykosaminoglykanen (Chondroitin-6-Sulfat),
die gemeinsam eine pordse Matrix bilden. Diese dient als Leitstruktur fiir einsprossende
Zellen wie Fibroblasten, Makrophagen, Lymphozyten und kapillare Endothelzellen. Die
epidermale Ersatzschicht besteht aus einer Polysiloxanschicht (Silikon), die den Verlust von
Feuchtigkeit tiber die Wunden regulieren und sie vor mechanischen Einflissen sowie vor
Bakterien schitzen soll. Es liegt eine Matrixdicke von 2 mm vor, die Porengrofie des

Fasergeriists betragt 70 — 200 um.

2.3.1.7 Besiedlung der Integra®-Matrix und Chamber Slide

Zur Vorbereitung musste die Integra®-Matrix auf die passende GroRe zugeschnitten
werden. Dazu wurden ein groRes Stlick Integra®-Matrix in eine Petrischale gegeben, mit
PBS-Puffer angefeuchtet und mit einer Biopsie-Stanze von der Firma PFM, die einen
Durchmesser von 8 mm hatte, entsprechend groRe Stiicke ausgestanzt und die
Polysiloxanschicht entfernt. Die so vorbereiteten Sticke wurden bis zur weiteren

Verarbeitung in PBS-Puffer gelagert.
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Fir die Besiedlung wurden Vorhautfibroblastenkulturen aus der vierten Passage genutzt.
Zunachst wurde wie oben beschrieben eine Passage der Zellen bis zur Resuspension des
Zellpellets in 10 ml frischem DMEM-Medium + DCC-FCS vorgenommen. 50 ul der
Zellsuspension wurden 1:1 mit Trypanblau vermischt, mit Hilfe einer Neubauer Zdhlkammer
ausgezahlt und die bendtigte Verdiinnung berechnet, so dass jedes Integra®-Matrix-Stlick
mit je 160.000 Zellen (320.000 Zellen/cm?) besiedelt werden konnte. Die Zellsuspension
wurde erneut zentrifugiert und die entsprechend der benétigten Verdiinnung berechnete

Menge an DMEM-Medium + DCC-FCS hinzugefiigt.

Die in PBS-Puffer gelagerten Integra®-Matrix-Stiicke wurden auf einer Kompresse vom PBS-
Puffer befreit und in 48-well Platten tberfiihrt. Nun wurden 300 pl Zellsuspension mit je
160.000 Zellen auf sie pipettiert und die 48-well Platten fir eine Stunde im Brutschrank bei
37 °C gelagert. Danach wurden noch einmal 700 ul DMEM-Medium + DCC-FCS
hinzugegeben, wobei bei einer Gruppe fortfiihrend zusatzlich noch 10 nM DHT dem

Medium hinzugefiigt wurde.

Die Besiedlung der Chamber Slides erfolgte wie oben beschrieben. In jede der acht
Kammern der Chamber Slides wurden je 5000 Zellen tGberfiihrt und die Kammern bis 300 pl

mit Medium aufgefullt. Es befanden sich somit 5000 Zellen/cm? in jeder Kammer.

Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Ein Mediumwechsel wurde jeden Tag

durchgefihrt.

2.3.1.8 LNCaP-Zellen

Androgen-sensitive LNCaP-Zellen (Lymph Node Carcinoma of the Prostate, American Cell
Culture collection, ACC256) wurden von der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DSMZ) in Braunschweig bezogen und als Positivkontrolle fir den
immunhistologischen Nachweis des Androgenrezeptors genutzt. Fiir die Kultivierung der
LNCaP-Zellen wurde RPMI 1640 Medium genutzt, ansonsten erfolgte sie analog zu der

Kultivierung der Vorhautfibroblasten.

2.3.2 MTT-Reduktions-Assay

Der MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) -Reduktions-Assay

ist eine Untersuchungsmethode, um den Metabolismus viabler Zellen in Zellkulturen
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nachzuweisen. MTT ist ein gelber, wasserloslicher Farbstoff, der von viablen Zellen mit
einem aktiven Metabolismus in das blauviolette, wasserunlésliche Formazan umgewandelt
wird. Das Formazan akkumuliert als wasserunldsliches Prazipitat in den Zellen und lagert
sich im Zellmedium in der Ndhe der Zelloberflaiche ab. Nachdem es durch Hinzugabe von
DMSO in eine l6sliche Form gebracht wurde, kann die Menge des gebildeten Formazans
durch die photometrische Messung von Absorptionsianderungen bei 570 nm bestimmt
werden. Die Menge des gemessenen Formazans ist proportional zu der Anzahl metabolisch

aktiver Zellen (Riss et al., 2013).

In dieser Arbeit wurde der MTT-Reduktions-Assay im Rahmen der Wachstumsversuche
eingesetzt, um den Zeitpunkt zu bestimmen, zu dem sich die Vorhautfibroblasten in der

Integra®-Matrix noch im Wachstum befanden.

Das alte Medium wurde abgesaugt und die Integra®-Matrix-Kultur mit frischem Medium,
das zuvor mit 50 pl MTT (5 mg/ml) von Sigma vermischt wurde, tiberschichtet. Es folgte die
Inkubation im Brutschrank bei 37 °C fir 3 Stunden. Im Anschluss wurde das Medium
entfernt und zu den Integra®-Matrix-Stiicken 300 pl DMSO hinzugefligt, welches das
gebildete Formazan aus den Zellen |6ste. Wenn sich das gesamte Formazan geldst hatte,
wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 570 nm bestimmt. Als Leerwert fiur die
Absorption wurde ein Integra®-Matrix-Stiick wahrend der Wachstumsphase nur mit
Medium inkubiert, ansonsten aber wie die mit Zellen besiedelten Integra®-Matrix-Stlicke

behandelt. Dieser Leerwert wurde von der gemessen Absorption der Proben abgezogen.

2.3.3 Immunhistologische Farbung

2.3.3.1 Prinzip

Um eine immunhistologische Farbung durchfiihren zu kbnnen, miissen das Gewebe bzw.
die Zellen fixiert werden. Auf diese Weise wird das nachzuweisende Antigen konserviert.
Das am haufigsten genutzt Fixierungsmittel ist 4 %-iges Paraformaldehyd. Es bewirkt eine
Quervernetzung zwischen den Aldehydresten der Proteine. Diese Quervernetzung kann
aber eine Maskierung der Antigene bzw. Epitope zur Folge haben, so dass der spezifische
Antikérper nicht mehr binden kann. Um diese Maskierung wieder aufzuheben, werden die
Schnitte vor der eigentlichen Farbung vorbehandelt. Die Vorbehandlung kann thermischer

oder proteolytischer Art sein. Die Farbung erfolgt dann mittels Antigen-Antikdrper Bindung.
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Zunachst bindet der Primarantikorper, der spezifisch fiir das nachzuweisende Antigen ist.
An diesen bindet wiederum ein Briickenantikdrper, der mit dem Enzym Alkalische
Phosphatase konjugiert ist. Das Enzym katalysiert die Abspaltung von Phosphatgruppen der
angebotenen Chromogene wie die des Liquid Fast Red Substrats, die daraufhin ein rotes
Endprodukt bilden. Dieses zeigt das nachzuweisende Antigen an. Um eine starke
Hintergrundfarbung zu vermeiden, wird zuvor die unspezifische Alkalische-Phosphatase-
Aktivitat z. B. mit dem Ultra V Block geblockt. Im Anschluss an die Antikérperfarbung

kdnnen die Zellkerne mit Hamatoxylin gegengefarbt werden.

2.3.3.2 Durchfiihrung

Vorbereitung der Objekttrager:

Die Integra®-Matrix-Stiicke wurden mit 4 % Paraformaldehyd fixiert und in Paraffin
eingebettet. Mit Hilfe eines Mikrotoms wurden 3 —5 um diinne Schnitte hergestellt, die im
Wasserbad bei 37 °C entspannt, dann auf beschichtete Objekttrédger gezogen und fiir 12

Stunden bei 37 °C im Brutschrank getrocknet wurden.

Als Vorbereitung fiir die Farbung mussten die Schnitte entparaffiniert werden. Zu diesem
Zweck wurden die Paraffinschnitte drei Mal fir 10 Minuten in ein Xylolbad gegeben,
mehrmals auf und ab bewegt und mit einer absteigenden Alkoholreihe (2x 99,9 % Ethanol,
1x 96 % Ethanol, 1x 70 % Ethanol) gespiilt. Im Anschluss wurden die Schnitte fiir 5 Minuten
in Tris Puffer (43,5 mM Tris-HCI, 7 mM Tris-Base, 150 mM NaCl) + 0,3 % Tween 20 gespiilt.

Die Zellen der Chamber Slide Kulturen wurden mit einer Methanol/Aceton-Lésung (1:1)

fixiert und bei Raumtemperatur getrocknet.

Farbung und Eindecken:

Zur Demaskierung der Antigene wurden die Schnitte in einem Bad mit Epitope Retrieval
Solution pH 9 von Novocastra fir 45 Minuten im Dampfgarer vorbehandelt. Durch Spiilen
in Tris Puffer (43,5 mM Tris-HCIl, 7 mM Tris-Base, 150 mM NaCl, pH 7,4 - 7,6) wurde dann

die Demaskierung gestoppt.

Fiir die Farbung wurde der Stainer ,Tech Mate” 500 Plus von Dako genutzt. Das
Nachweissystem stammte aus dem UltraVision LP Large Volume Detection System Kit von
LAB-Vision. In die dafir vorgesehenen Facher wurden je 300 ul Ultra V Block, 300 pl des
Primarantikorpers (AR 441 von Dako, 1:100 verdinnt), 250 ul des Primary Antibody

26



Enhancer, 250 ul des AP Polymer anti mouse, 250 ul Hamatoxylin und 500 ul des
Chromogens Liquid Fast Red Substrate von LAB-Vision (1:70 verdinnt) gefillt. Der
Primadrantikdrper AR 441 wurde mit ChemMate Antibody Diluent von Dako 1:100 verdiinnt.
Die Farbung erfolgte daraufhin automatisch.

Reagenz Inkubationszeit

Ultra V Block 5 min

AR 441 (1:100 verdiinnt) 30 min

Primary Antibody Enhancer | 20 min

AP Polymer 30 min
Fast Red (1:70 verdinnt) 15 min

Tabelle 1: Inkubationszeiten der immunhistologischen Farbung

Zwischen allen Inkubationsschritten erfolgte eine Splilung mit Tris Puffer, pH7,4-7,6 (87,5 g
NaCl, 68,5 g Tris-Hydrochlorid, 9,0 g Tris-Base in 10 | Aqua destillata). Nach der Farbung
wurden die Schnitte kurz mit Leitungswasser, dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe (1x
70 % Ethanol, 1x 96 % Ethanol, 2x 99,9 % Ethanol) und 3x mit Xylol inkubiert. Daraufhin

erfolgte das Eindecken mit Neo-Mount von Merck per Hand.

2.3.4 Proteinanalyse

Alle furr die Proteinisolierung durchgefiihrten Arbeiten wurden auf Eis ausgefiihrt, um einen

Zerfall der Proteine zu verhindern.

2.3.4.1 Lysispuffer A

Um den Lysispuffer A herzustellen, wurde in 100 ml Puffer C (40 mM Tris, 1 mM EDTA, 10 %
Glycerol, 10 mM DTT, pH7,4) 1% Triton X-100, 0,5% Deoxycholat (DEO) und
Natriumdodecylsulfat (SDS) gelost. Kurz vor dem Gebrauch wurden noch 1%
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und 1% Bacitracin als Proteaseinhibitoren

hinzugefigt.

2.3.4.2 Proteinisolierung aus Monolayerkulturen

Zunachst wurde das Medium aus den Flaschen abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS-
Puffer gewaschen. Der PBS-Puffer wurde ebenfalls abgesaugt und es wurden 500 pl
Lysispuffer A hinzugefiigt. Daraufhin erfolgte das Abkratzen der Zellen mit einem

Zellschaber. Das Zellgemisch wurde auf eine Shreddersdule (Qiagen) aufgetragen und bei
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13.000 rpm zentrifugiert. Im Anschluss erfolgte das Aliquotieren des Proteinlysats in 5x

100 ul Aliquots, die bei -80 °C gelagert wurden.

2.3.4.3 Proteinisolierung aus Integra®-Matrix-Kulturen

Zu Beginn wurde das Medium aus den 48-well Platten abgesaugt. Die Integra®-Matrix-
Stlicke wurden mit einer Pinzette aus den wells entnommen und in einer Petrischale mit
PBS-Puffer gewaschen. Danach wurden sie auf einer Kompresse vom PBS-Puffer befreit.
Dies erfolgte zweimal. Im Anschluss wurden die Integra®-Matrix-Stiicke in einer zweiten
Petrischale mit einem Skalpell in kleine Stiicke geschnitten, die in mit 500 ul Lysispuffer A
beflillte Eppendorfgefdlle gegeben wurden. Das Herauslésen der Proteine erfolgte liber 1
Stunde bei 4 °C auf einem Schuttler. Das Gemisch wurde daraufhin auf eine Shreddersaule
aufgetragen und bei 13.000 rpm zentrifugiert. Es erfolgte das Aliquotieren des Proteinlysats

in 5x 100 pl Aliquots, die bei -80 °C gelagert wurden.

2.3.4.4 Messung des Proteingehalts

Die Messung des Proteingehalts erfolgte mit dem BioRad Protein Assay. Es wurde die

Microassay Methode angewendet.

2.3.5 SDS-PAGE und Westernblot

2.3.5.1 Prinzip

Diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE):

Die diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist ein Verfahren, bei dem
Proteine mit Hilfe einer Elektrophorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden.
Zu Beginn werden die Proteine denaturiert und durch Bindung von SDS
(Natriumdodecylsulfat) mit einer konstanten negativen Ladungsverteilung versehen. Nach
Auftragen der Proteine auf ein Acrylamidgel wird eine elektrische Spannung von 100 Volt
an das Gel angelegt. Die negativ geladenen Proteine wandern durch das Gel, wobei sie je
nach Molekulargewicht eine unterschiedliche Geschwindigkeit aufweisen. Hiermit kommt

es zu einer Auftrennung der Proteine im Gel nach ihrem Molekulargewicht.
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Westernblot:

Der Westernblot ist ein Verfahren zur Ubertragung von Proteinen auf eine Trigermembran,
die anschliefend mit Hilfe von Antikérpern sicht- und messbar gemacht werden. Beim
Blotten wird eine senkrecht zum Acrylamidgel gerichtete elektrische Spannung angelegt
und somit die aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (Blottingmembran)
Ubertragen. Auf dieser konnen mit Hilfe von spezifischen Antikérpern durch eine Antigen-
Antikoérper-Bindung die gewiinschten Proteine als Banden sichtbar gemacht werden. In der
Regel werden Primdrantikorper, die sich gegen das spezifische Antigen richten, und
Sekundarantikorper, die sich gegen die Fc-Region des Primarantikorpers richten, genutzt.
Der Sekundarantikérper ist mit einer Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt, die eine
Chemilumineszenzreaktion katalysiert. Diese Reaktion kann auf einem Rontgenfilm
(Hyperfilm, Amersham) sichtbar oder mit einem speziellen digitalen Detektionssystem
detektiert werden. Proteinbanden kdonnen aber auch unspezifisch mit Ponceau-Losung

dargestellt werden.

2.3.5.2 Durchfiihrung

Gelelektrophorese:

Zum Giellen der Gele wurden die BioRad Outer Glasplatte und die Short Glasplatte
aufeinandergelegt und in den Halterahmen eingespannt. Das Trenngel wurde mit der im
Anhang stehenden Zusammensetzung hergestellt und zwischen die beiden Glasplatten
pipettiert bis der Zwischenraum zu ca. dreiviertel gefiillt war. Das Gel wurde zur Vermeidung
von Luftblasen vorsichtig mit Ethanol (100 %) tberschichtet und 60 Minuten ausharten

gelassen.

Das Ethanol wurde abgegossen und das Gel zweimal mit Aqua bidest. gespult. Das
Sammelgel wurde mit der im Anhang stehenden Zusammensetzung hergestellt und
zwischen die Glasplatten pipettiert. Es wurden Kamme luftblasenfrei zwischen die

Glasplatten geschoben und das Gel 30 Minuten zum Ausharten stehen gelassen.

Nach Einspannen der Gelplatten in die Halterung der Elektrophorese wurde diese in den
Mini-PROTEAN-3-Cell (BioRad) gestellt, der mit gekiihltem SDS-haltigem Tris-Glycin-
Elektrodenpuffers (0,1 % SDS, 25 mM Tris, 192 mM Glycine, pH 8,3) befiillt wurde. Die

Kamme wurden gezogen und die Geltaschen gespiilt. Es folgte das Befiillen der Geltaschen
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mit dem Precision Plus Protein Standard Kaleidoscope Marker (BioRad) und den
vorbereiteten Proben. Diese wurden zuvor 1:1 mit Laemmli-Puffer (100 mM Tris, 4 % SDS,
20 % Glyzerol, 0,002 % Bromphenolblau, 10 nM DTT, pH 6,8) verdiinnt und bei 99 °C fiir 3
Minuten denaturiert. Die Gelelektrophorese lief bei 100 Volt fir 80 bis 120 Minuten.

Blot (Membrantransfer):

Fiir den Membrantransfer wurde das Gel aus den Glasplatten gelést und das Sammelgel
abgeschnitten. Das Trenngel wurde auf ein Filterpapier tGberfiihrt und die Blottingmembran
(Nitrozellulosemembran) daraufgelegt. Der gesamte Blotaufbau entsprach dem
Folgendem: Kathode, Schwamm, Filter, Gel, Membran, Filter, Schwamm, Anode. Dieser
wurde in die Blothalterung des Tanks hineingeschoben, der zusatzlich einen Magnetriihrer
und ein Kihlelement enthielt. Der Tank wurde mit gekihltem Blottingpuffer (20 %
Methanol, 16,5 mM Tris, 150 mM Glycin, pH 8,3) befiillt und bei 100 Volt 80 Minuten laufen

gelassen.

Blockieren:
Die Membran wurde Gber Nacht bei 4 °C mit 5 %-iger Magermilch-Losung geblockt, diese
bestand aus PBS Puffer (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 0,8 mM Naz;HPO4, 1,5 mM KH2PO4)

versetzt mit 0,1 % Tween 20 und 5 %-igem Magermilchpulver (Difco, Becton & Dickinson).

Immundetektion:
Alle Antikorper, die fir die Immunodetektion genutzt wurden, wurden mit 5 %-iger

Magermilch zu den gewilinschten Konzentrationen verdiinnt.

Zunachst erfolgte die Inkubation der Nitrozellulosemembran mit den Primarantikrpern,
Anti-Androgenrezeptor-AK oder Anti-GAPDH-AK, fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf
einem Schittler. Im Anschluss wurde die Nitrozellulosemembran in PBS-Puffer mit 0,1 %
Tween fir eine Stunde gewaschen, der in dieser Zeit viermal gewechselt wurde. Es schloss
sich die Inkubation mit den Sekundarantikdrpern, Anti-Mouse-AK und Anti-Rabbit-AK, an,

bei der genauso verfahren wurde wie bei der Inkubation mit den Primarantikérpern.

Die Detektion erfolgte mit dem Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(Pierce) im Molecular-Imager-Chemidoc-XRS (BioRad) sowie in der Dunkelkammer durch

Belichtung eines Rontgenfilms (Hyperfilm, Amersham).
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Quantifizierung:

Die quantitative Auswertung der Signale im Westernblot erfolgte mit Hilfe der Software
Quantity One von BioRad. GAPDH fungierte hier als Housekeeping-Protein. Zur
Normalisierung der Daten wurde zunachst die Ratio aus den gegen den Hintergrund

2u

normalisierten , Adjusted Volume INT*mm?*“ von Androgenrezeptor und GAPDH gebildet.

2.3.6 RNA-Analyse

2.3.6.1 Gesamt-RNA-Isolierung aus Monolayerkulturen

Die Gesamt-RNA-Isolierung aus den Fibroblasten erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit von

Qiagen.

Die fur die Gesamt-RNA-Isolierung angezlichteten Zellen wurden zweimal mit 3 ml PBS-
Puffer gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen mit 600 pl RLT-Puffer supplementiert,
mit 1 % 2-Mercaptoethanol der Firma Merck lysiert und mit einem Zellschaber von dem
Flaschenboden geldst. Das Lysat wurde in eine Qiashredder-Saule pipettiert und 2 Minuten
bei 13.000 rpm zentrifugiert. Zu dem sich nun im Auffangréhrchen befindenden Lysat
wurden 600 pl 70 %-iges Ethanol hinzugefiigt und durch Pipettieren mit diesem vermischt.
Das entstandene Gemisch wurde dann in eine RNeasy Saule pipettiert und fiir 15 Sekunden
mit 10.000 rpm zentrifugiert. Die auf der Saule gebundene RNA wurde mit 700 pl RW1-
Puffer gewaschen und erneut bei 10.000 rpm fiir 15 Sekunden zentrifugiert. Daraufhin
erfolgte die Hinzugabe von 500 pl RPE-Puffer und ein erneuter Zentrifugationsschritt von 15
Sekunden bei 10.000 rpm. Ein weiteres Mal wurden 500 ul RPE-Puffer in die RNeasy Saule
pipettiert, diesmal wurde diese bei 13.000 rpm fiir 2 Minuten trockenzentrifugiert. Die
RNeasy Saule wurde nun auf ein neues 1,5 ml SammelgefalR gesetzt. Zum Eluieren wurden
30 pl zuvor auf 80 °C erhitztes RNAse-freies H,0 dazu pipettiert und fiir eine Minute bei
10.000 rpm zentrifugiert. Der letzte Schritt wurde noch einmal mit 30 ul auf 80 °C erhitzten
RNAse-freiem H,0 wiederholt. In den insgesamt gewonnenen 60 ul H,O befand sich die
Gesamt-RNA der Zellen, die photometrisch gemessen und dann bei -80 °C eingefroren

wurde.
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2.3.6.2 Gesamt-RNA-Isolierung aus Integra®-Matrix-Kulturen

Zu Beginn wurde das Medium aus den 48-well Platten abgesaugt. Die Matrixstlicke wurden
mit einer Pinzette aus den wells genommen und in einer Petrischale mit PBS-Puffer
gewaschen. Danach wurden sie auf einer Kompresse vom PBS-Puffer befreit. Dies erfolgte
zweimal. Daraufhin wurden die Integra®-Matrix-Stiicke in einer zweiten Petrischale mit
einem Skalpell in kleine Stiicke geschnitten, die in ein mit 600 pl RLT-Puffer und 1 % 2-
Mercaptoethanol befiilltes EppendorfgefalRe gegeben wurden. Das Gemisch wurde kurz
gevortext und dann in eine Qiashredder-Saule pipettiert, die 2 Minuten bei 13.000 rpm
zentrifugiert wurde. Alle weiteren Schritte entsprachen der Gesamt-RNA-Isolierung aus den

Monolayerkulturen wie oben beschrieben.

2.3.6.3 Gesamt-RNA-Messung

Die Bestimmung der Gesamt-RNA-Konzentration wurde fluorometrisch durchgefiihrt. Dazu
wurde 1 pl Gesamt-RNA in einer Verdiinnung von 1:100 (RNA: Tris-EDTA) eingesetzt und mit
dem Quant-iT RiboGreen Kit von Invitrogen nach den Herstellerangaben behandelt. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte dann mit dem Fluoreszenzphotometer FluoStar

OPTIMA von Labtech.

2.3.6.4 Fallen der Gesamt-RNA

Das Féllen der Gesamt-RNA dient zum einen dazu in allen Proben die gleiche Konzentration

zu erreichen und zum anderen kann es als weiterer Reinigungsschritt gesehen werden.

Die zuvor mit der niedrigsten Konzentration gemessene Gesamt-RNA-Probe (0,037 ug/ul)
gab dabei vor, auf welche Konzentration alle weiteren Proben gebracht werden sollten. Die

dabei einzusetzende Probenmenge wurde berechnet.

Es wurde zunachst ein Gemisch aus in H.O geldster Gesamt-RNA und 3 M Natriumacetat
hergestellt, wobei das Natriumacetat 1/10 der Gesamtmenge ausmachte. Diesem Gemisch
wurde das 2,5-fache der Gesamtmenge an 100 %-igem Ethanol hinzugefiigt und dieses
Gemisch fiir vier Stunden bei -20 °C gelagert. Danach wurde das Gemisch fiir 30 Minuten
mit 13.000 rpm bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Pellet
mit 200 ul Ethanol (80 %) gewaschen. Daraufhin wurde das Gemisch erneut flir 15 Minuten

mit 13.000 rpm bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet 10
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Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Dieses wurde dannin 11 pl Diethylpyrocarbonat-

H,O (DEPC- H,0) geldst, was eine Konzentration von 0,037 ug Gesamt-RNA /ul ergab.

2.3.7 Real-Time-PCR

2.3.7.1 Synthese der cDNA

Um die RNA-Mengen quantitativ durch eine Real-Time-PCR bestimmen zu kdnnen, musste
die gewonnene Gesamt-RNA zundchst in cDNA umgeschrieben werden. Dazu wurde das
SuperScript Il Reverse Transkriptase Kit von Invitrogen verwendet und nach dem Protokoll
des Herstellers vorgegangen. Es wurde der Thermocycler PTC 200 von MJ Research benutzt.

Alle Arbeiten erfolgten, wenn nicht anders erwahnt, auf Eis.

Zu Beginn wurden 10 pl Gesamt-RNA mit 1 pl random primer vermischt und 5 Minuten bei
70 °C denaturiert. Random primer dienen der Reverse Transkriptase als Startpunkt fir die
Transkription. Wahrend dessen wurde ein Gemisch aus 4 pl 5x Puffer (250 mM Tris-HCl,
375 mM KCl, 15 mM MgCl,, pH 8,3), 2 pul dNTPs (je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2 pl
0,1 M DTT und 0,25 pl RNAse-Inhibitor (40 U/ul) hergestellt. Dieses Gemisch wurde der
denaturierten Gesamt-RNA hinzugefiigt und das Ganze 2 Minuten auf 37 °C erwarmt. Des
Weiteren wurde 1 ul Reverse Transkriptase (40 U) hinzugegeben und das Gemisch fiir eine
Stunde bei 37 °C inkubiert. Wahrend dieser Zeit entstand die gewilinschte cDNA. Die

entstandene cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.3.7.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion dient der Amplifikation beliebiger DNA-Abschnitte. Fir ihre
Durchfiihrung werden zwei spezifische Oligonukleotide (Primer) benétigt, die mit jeweils
einem Strang der Proben-DNA an den Enden des zu amplifizierenden Abschnittes
hybridisieren. Des Weiteren werden die vier Desoxynukleosidtriphosphate in
ausreichender Menge sowie eine hitzestabile DNA-spezifische Polymerase (Tag-

Polymerase) bendtigt.

Zunachst erfolgt die Denaturierung der DNA bei 95 °C, das heil’t, dass die doppelstriangige
DNA in zwei Einzelstrange zerfallt. Daraufhin kann die eigentliche Amplifikation stattfinden.
Nach dem Abkiihlen auf 60 °C lagern sich die beiden Primer an die Einzelstrdnge an

(Annealing). Von ihnen aus erfolgt dann die Synthese eines komplementdren Stranges
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durch die Tag-Polymerase bei einer Temperatur von 72 °C (Extension). Dieser Vorgang wird
ca. 40-mal wiederholt, wobei sich unter idealen Bedingungen die Anzahl der zu

amplifizierenden DNA-Abschnitte jedes Mal verdoppelt.

2.3.7.3 Real-Time-PCR

Mit Hilfe der Real-Time-PCR sollte die Expression bestimmter Gene untersucht werden, in
diesem Fall von IGFBP2, ApoD, AR und GAPDH. Hierbei fungierte GAPDH als Housekeeping-
Gen. IGFBP2, ApoD und AR waren die sogenannten Zielgene. Fir die Real-Time-PCR wurde

der Light Cycler 2 von Roche genutzt.

Prinzip:

Grundsatzlich erfolgt eine Vervielfdltigung der DNA im Sinne einer normalen PCR, die aber
zusatzlich die Quantifizierung der amplifizierten Gene zulasst. Zur Quantifizierung werden
Fluoreszenzen der Sonden-markierter PCR-Produkte gemessen, die mit der Menge der PCR-
Produkte korrelieren und im Verlauf der PCR zunehmen. Hierbei erfolgt die Messung in der
sogenannten Log-Linear-Phase, die der exponentiellen Phase der PCR entspricht, da manin
dieser Phase davon ausgehen kann, dass die Amplifikationseffizienz in den einzelnen
Proben konstant ist. Als fluoreszenzgebende Farbstoffe werden unter anderem
UniversalProbelibrary-Sonden genutzt. Diese sind Hydrolyse-Sonden, die eine Lange von 8
bis 9 bp und so genannte Locked Nucleic Acids besitzen. Die Locked Nucleic Acids sind
chemisch modifizierte Nukleinsduren, die deutlich hohere Schmelztemperaturen als
normale Nukleinsduren zulassen. Diese Sonden sind komplementar zu einem Bereich, der
zwischen den beiden Primerbindungsstellen des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes liegt.
Sie sind am 5°-Ende mit dem Flourophor Flourescein (FAM) und am 3‘-Ende mit einem Dark
Quencher Dye markiert. Dieser Quencher unterdriickt die Reporterfluoreszenz bei intakter
Sonde. Wahrend des PCR-Zyklus hybridisiert die Sonde zunachst mit dem komplementéren
Einzelstrang, wird dann durch die 53‘-Exonukleaseaktivitit der Taqg-Polymerase
hydrolysiert, so dass Flourescein und Quencher voneinander getrennt werden. Hierdurch
wird die Fluoreszenz des freien Farbstoffs nicht mehr unterdriickt und kann von Detektoren
gemessen werden. Die optische Einheit des Light Cycler enthalt drei Detektionskanale, die
Fluoreszenz der Wellenldangen 530 nm, 640 nm und 710 nm messen. Diese Ubermitteln die
gemessenen Daten nach jedem Zyklus an einen Computer, so dass man den Prozess der

Real-Time-PCR direkt verfolgen kann. Abhdngig von der Ausgangskonzentration des zu
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amplifizierenden DNA-Abschnittes tritt die gemessene Fluoreszenz zu einem bestimmten
Zeitpunkt aus dem Hintergrund hervor. Dieser Zeitpunkt wird beim Light Cycler als Crossing
Point (CP) bezeichnet. Der CP-Wert steht somit in direktem Zusammenhang mit der
Ausgangskonzentration des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts. Verdiinnt man eine Probe
um das Zehnfache sollte es unter optimalen Bedingungen zu einem Unterschied zwischen

den CP der Ausgangsprobe und der verdiinnten Probe von 3,3 Zyklen kommen.

Durchfiihrung:
Die Real-Time-PCR wurde fiir die oben genannten Gene durchgefiihrt. Neben den Proben
wurden bei jedem Lauf zusatzlich eine Referenz-cDNA und H;O als Negativprobe

untersucht.

Es wurde der TagMan Mastermix von Roche genutzt. Dem Reaktionsmix wurde kurz vor
Gebrauch die FastStart Tag DNA Polymerase hinzugefligt, der nun als Mastermix bezeichnet
wurde. Daraufhin wurde ein Mix aus 12 ul H20, je 1 ul Sense- und Antisense-Primer mit
einer Konzentration von 4 pmol/ul, 0,2 ul der entsprechenden UniversalProbelLibrary(UPL)-
Sonde und 4 pl TagMan Mastermix pro Probe hergestellt. Die Light Cycler Kapillaren wurden
in den geklhlten Adapter gestellt und in je eine Kapillare 18 ul des Mixes sowie 2 pl der
1:10 verdiinnten DNA-Proben bzw. 2 ul der 1:10 verdinnten Referenz-cDNA oder 2 ul
Wasser pipettiert. Die Kapillaren wurden verschlossen und bei 2000 rpm 20 Sekunden
zentrifugiert, um die gesamte Flussigkeit in den Schaft der Kapillaren zu beférdern. Sie
wurden dann in den Light Cycler iberfiihrt und die Real-Time-PCR wie oben beschrieben
gestartet. Es wurden 45 Amplifikationszyklen durchlaufen. Fir jede Probe wurde eine
Doppelbestimmung pro PCR-Lauf durchgefiihrt. Die genauen Primer- und

Sondensequenzen kénnen der Tabelle im Anhang entnommen werden.

Auswertung:

Housekeeping-Gen:

Housekeeping-Gene sind konstitutionelle Gene, die Proteine der basalen Zellfunktionen
humaner Zellen kodieren und geringen Expressionsschwankungen durch &uRere
Einflussfaktoren unterliegen. Aufgrund dieser Charakteristik eignen sich diese Gene bei der
relativen Quantifizierung zur Normalisierung der Zielgen-Expression, die als Ratio

Zielgen/Housekeeping-Gen in die weitere Quantifizierung eingeht.
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In diesem Falle wurde GAPDH als Housekeeping-Gen genutzt. GAPDH (Glycerinaldehyd 3-
phosphat Dehydrogenase) ist ein Enzym der Glykolyse, das die Umwandlung von
Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu 1,3-Bisphosphoglycerat katalysiert. Es kommt ubiquitar in

humanen Zellen vor und wird haufig als Housekeeping-Gen genutzt.
Relative Quantifizierung:

Fiir die Auswertung wurden zunichst Standardkurven der zu amplifizierenden DNA-
Abschnitte erstellt. Dabei wurde eine Verdinnungsreihe einer Referenz-cDNA von 1:1 bis
1:1000 hergestellt und eine RT-PCR mit ihr durchgefiihrt. Die Referenz-cDNA wurde aus
einer kommerziell erhaltliche ,Universal Reference RNA” von Stratagene, die aus der
gepoolten Gesamt-RNA von zehn unterschiedlichen menschlichen Zelllinien besteht,
bereits fiir andere Projekte der Arbeitsgruppe hergestellt und etabliert. Flir jede Zielgen-
Standardkurve und fir die Housekeeping-Gen-Standardkurve wurde ein Koeffizient-File
erstellt. Mit diesem wurden alle Ergebnisse der RT-PCR der zu untersuchenden Proben bei
der Analyse abgeglichen und somit die PCR-Effizienz in die Auswertung mit einbezogen. Die
Quantifizierungsergebnisse wurden dann mit Hilfe des Quantifizierungsprogramms Light
Cycler Relative Quantification Software direkt errechnet. Die bei jedem PCR-Lauf
mitgelaufene Referenz-cDNA fungierte als interne Kontrolle und wurde zur Normalisierung
der Proben genutzt. Die Normalisierung mit der Referenz-cDNA sowie der Abgleich mit den
Standardkurven als Effizienzkorrektur wurden durch die Software errechnet und als Ratio
Probe (Zielgen/Housekeeping-Gen) zu Referenz-cDNA (Zielgen/Housekeeping-Gen)

dargestellt.
Uberpriifung der RT-PCR-Produkte:

Vor Beginn der eigentlichen Proben-RT-PCR-Liufe wurde eine Uberpriifung der RT-PCR-
Produkte durchgefiihrt. Dabei sollte sichergestellt werden, dass wirklich der zu
amplifizierenden DNA-Abschnitt transkribiert wurde und keine Nebenprodukte entstanden
waren. Dazu wurden die bei der Erstellung der Standardkurven entstandenen RT-PCR-
Produkte mit LB lll- Puffer (30 % Glyercol, 0,25 % Bromphenolblau) vermischt und auf ein
2 %-iges Agarosegel (2 g Agarose, 100 ml TBE Puffer) aufgetragen. Als Negativkontrolle
fungierte das schon bei der RT-PCR als Negativkontrolle mitlaufende H,0. Zudem wurde ein
100 bp Marker zur Bestimmung der Lange der RT-PCR-Produkte aufgetragen. Das Gel
befand sich in einer Elektrophoresekammer, die mit 1x TBE Puffer (0,09 M Tris, 0,09 M
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Borsdure, 2,5 mM Nay-EDTA, pH 7,4) befiillt war. An das Gel wurde fiir ca. eine Stunde eine
Spannung von 100 Volt angelegt. Daraufhin erfolgte fiir ca. 15 Minuten ein Bad in einer
Ethidiumbromidfarbelosung (2 ug/ml). Die dadurch sichtbar gemachten Banden wurden

dann mit einer UV-Kamera aufgenommen.

2.3.8 Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten zum Nachweis des Androgenrezeptors auf Protein- und RNA-Ebene
sowie der RT-PCR-Untersuchungen der beiden potenziellen Androgen-responsiven Gene
Apolipoprotein D und Insulin-like growth factor binding protein 2 wurden fir jede
Versuchsgruppe tabellarisch dargestellt und der Median, das 25 %- und 75 %-Quantil sowie
das Minimum und Maximum bestimmt. Da es sich bei den erhobenen Daten um abhangige
Stichproben handelte, wurde zur weiteren statistischen Auswertung ein Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test durchgefiihrt. Dieser hat den Vorteil, dass er robust gegeniiber
Ausreiflern ist. Alle statistischen Tests wurden zweiseitig durchgefihrt. Das
Signifikanzniveau lag aufgrund von multiplen Testen bei 0,31 %. Die durchgefiihrten

Analysen haben einen explorativen Charakter.

Fiir die statistische Auswertung wurde mit der SPSS-Software von IBM, Version 29.0.0.0

eine etablierte Software fir statistische Analysen genutzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Wachstumsversuche

Um das Wachstumsverhalten von Vorhautfibroblasten in einer dreidimensionalen Matrix
zu untersuchen, wurden Vorhautfibroblasten von 2 verschiedenen Individuen zunéchst als
Monolayerkultur angezogen. 0,5 cm? groRe Stiicke einer Integra®-Matrix wurden dann mit
160.000 Zellen einer subkonfluenten Kultur besiedelt (320.000 Zellen/ cm?) und in einer 24-
well Platte in Anwesenheit oder Abwesenheit von DHT unter tidglichem Mediumwechsel
kultiviert. Nach 2, 5, 8, 11 und 14 Tagen wurde je eine Probe entnommen, das Gesamt-
Protein sowie die Gesamt-RNA isoliert und ein MTT-Reduktions-Assay durchgefihrt. Somit
wurden pro Versuchstag jeweils 2 Integra®-Matrix-Kulturen (+/- DHT) pro Individuum,
insgesamt also 4 Proben, auf die jeweiligen Parameter untersucht (Abbildung 6 - 8). Hierbei
zeigte sich, dass die Menge an Protein bei allen vier Proben zunahm. Bei einer Probe kam
es zu einer Zunahme bis Tag 8. Bei zwei der vier Proben kam es zu einer Zunahme der
Proteinmenge bis Tag 11. Bei einer der Proben zeigte sich eine geringe Abnahme der
Proteinmenge an Tag 5, die dann aber bis Tag 14 kontinuierlich anstieg, so dass auch hier
von einer grundséatzlichen Zunahme Gber die Untersuchungszeit auszugehen war. Die RNA-
Menge nahm bei allen 4 Proben bis Tag 5 zu, bei zwei der vier Proben sogar bis Tag 8. Die
MTT-Reduktions-Assays wiesen eine Zunahme an metabolisch aktiven und somit viablen
Zellen in der Integra®-Matrix bis Tag 5 bei allen Proben nach. Bei zwei der vier Proben nahm

die Menge der metabolisch aktiven Zellen bis Tag 8 zu.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Vorhautfibroblasten grundsatzlich in einer Integra®-Matrix
wachsen und sich vermehren kénnen. Ein sicheres Wachstum bestand bis Tag 5, da bis zu

diesem Zeitpunkt bei allen drei gemessenen Parametern eine Zunahme gesehen wurde.

Fir die sich anschlieBenden vergleichenden Versuche von Integra®-Matrix- und
Monolayerkulturen mit und ohne Zusatz von DHT wurde daher der Zeitpunkt Tag 5

ausgewabhlt, da sie an sich noch im Wachstum befindenden Zellen erfolgen sollten.
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Abbildung 6: Darstellung der aus Integra®-Matrix-Kulturen isolierten Proteinmenge beider Individuen jeweils ohne und
mit DHT-Zusatz im Kulturmedium zu den Zeitpunkten Tag 2, 5, 8, 11 und 14, die photometrisch mit dem BioRad Protein
Assay nach der Microassay Methode bestimmt wurde
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Abbildung 7: Darstellung der aus Integra®-Matrix-Kulturen isolierten RNA-Menge beider Individuen jeweils ohne und mit
DHT-Zusatz im Kulturmedium zu den Zeitpunkten Tag 2, 5, 8, 11 und 14, die photometrisch mit dem FluoStar OPTIMA
Photometer von Labtech bestimmt wurde
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Abbildung 8: Darstellung der Lichtabsorption bei 570 nm durch das von vitalen Vorhautfibroblasten der Integra®-Matrix-
Kulturen gebildete Formazan, die photometrisch mit dem BioPhotometer von Eppendorf bestimmt wurde. Die Starke der
Lichtabsorption korreliert hier mit der Menge viabler Zellen. Es wurden Proben beider Individuen jeweils ohne und mit
DHT-Zusatz im Kulturmedium zu den Zeitpunkten Tag 2, 5, 8, 11 und 14 untersucht.

3.2 Vergleich von Integra®-Matrix-Kultur mit Monolayerkultur, beide
mit und ohne Zusatz von DHT

Es wurde im Anschluss an die Wachstumsversuche eine Versuchsreihe, die zum einen den
Vergleich von Integra®-Matrix-Kultur zu Monolayerkultur und zum anderen den Einfluss von
DHT-Zusatz im Nahrmedium (DMEM-Medium + DCC-FCS) auf die Vorhautfibroblasten

untersuchen sollte, durchgefihrt.

Hierfiir wurden Vorhautfibroblasten der vierten Passage von jedem der 11 Probanden unter

folgenden Kulturbedingungen weitergeziichtet:

=  Besiedlung von 3 Integra®-Stiicken (Durchmesser 8 mm) mit je 160.000 Zellen ohne
DHT

= Besiedlung von 3 Integra®-Sticken (Durchmesser 8 mm) mit je 160.000 Zellen mit
10 nM DHT

= Besiedlung von 2 Kulturflaschen (25 cm?) mit je 160.000 Zellen ohne DHT
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= Besiedlung von 2 Kulturflaschen (25 cm?) mit je 160.000 Zellen mit 10 nM DHT
= Besiedlung von 1 Chamber Slides mit je 5000 Zellen/Kammer ohne DHT
= Besiedlung von 1 Chamber Slides mit je 5000 Zellen/Kammer mit 10 nM DHT

An Tag 5 der Kultivierung erfolgte die Protein- und RNA-Isolierung sowie die Fixierung der

Zellen fiir die immunhistologische Farbung.

VORHAUT
Vorhautfibroblastenkultur Vorhautfibroblastenkultur
in Chang D-Medium ohne in Chang D-Medium mit 10
DHT-Zusatz nM DHT-Zusatz
Vorhautfibroblastenkultur in DMEM + DCC- Vorhautfibroblastenkultur in DMEM + DCC-
FCS ohne DHT-Zusatz FCS mit 10 nM DHT-Zusatz
Vorhautfibroblasten- Vorhautfibroblasten- Vorhautfibroblasten- Vorhautfibroblasten- Vorhautfibroblasten- Vorhautfibroblasten-
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Abbildung 9: Aufteilung der Vorhautfibroblastenkulturen in die einzelnen Versuchsgruppen

3.3 Nachweis des Androgenrezeptors

In den folgenden Versuchen wurden die Lokalisation und die Expression des

Androgenrezeptors auf Protein- und RNA-Ebene bei den unterschiedlichen

Vorhautfibroblastenkulturen untersucht. Gesunde Vorhautfibroblasten exprimieren
Androgenrezeptoren, Uber deren Aktivierung die Expression Androgen-responsiver Gene
gesteuert wird. Die Lokalisation und die Expression des Androgenrezeptors sind abhangig
von Faktoren wie z.B. Androgenen, die auf die Zelle einwirken. Die Frage, die hier
beantwortet werden sollte, ist, wie die unterschiedlichen Kulturbedingungen die
Androgenrezeptorlokalisation und -expression beeinflussen und ob es Unterschiede
zwischen den verschiedenen Kulturbedingungen gibt, die sich ggf. auf die Expression

Androgen-responsiver Gene auswirken kénnten.
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3.3.1 Nachweis des Androgenrezeptors mittels immunhistologischer Farbung

Die immunhistologische Farbung fuhrte durch eine von der alkalischen Phosphatase
katalysierten Reaktion zur Rotfarbung an den Stellen, an denen sich der Androgenrezeptor
in den Zellen befand. Zur Etablierung der Farbung wurden initial die stark
Androgenrezeptor-positiven LNCaP-Zellen genutzt. Diese wurden ebenfalls mit und ohne
DHT-Zusatz angezlichtet. Abbildung 10 A zeigt ein Beispiel fiir das Ergebnis der Farbung von
LNCaP-Zellen, die ohne DHT-Zusatz angeziichtet wurden. Es fand sich eine blauliche Farbung
des Zytoplasmas mit einzelnen rétlichen Punkten, der Zellkern stellte sich ebenfalls blaulich,
bei einigen Zellen aber auch violett dar. Wie in Abbildung 10 B gezeigt, waren im Vergleich
dazu die Zellkerne der mit DHT-Zusatz angeziichteten LNCaP-Zellen rot. Hier erschien das
Zytoplasma im Vergleich insgesamt blasser und rétlicher. Leider war auch der Hintergrund
heller und réter, was eine Quantifizierung schwierig machte. Nichtsdestotrotz konnte
demonstriert werden, dass eine vermehrte Rotfarbung und damit mehr Androgenrezeptor
bei den LNCaP-Zellen, die mit DHT-Zusatz angeziichtet wurden, vorlag. Lokalisiert war der
Androgenrezeptor bei beiden Kulturbedingungen bevorzugt im Zellkern. Bei den LNCaP-
Zellen, die ohne DHT-Zusatz angeziichtet wurden, bestand zudem eine vermehrte
Rotfarbung des Zytoplasmas, was dafiirsprach, dass der Androgenrezeptor auch im

Zytoplasma lokalisierbar war (Abbildung 10 A-B).

Nach der Etablierung der entsprechenden Kulturen wurden auch die Vorhautfibroblasten
der Chamber Slide Kulturen und Integra®-Matrix-Kulturen jeweils mit und ohne Zusatz von
10 nM DHT der 11 Probanden an Tag 5 gefarbt. Die Farbung der Vorhautfibroblasten aus
Chamber Slide Kulturen stellte sich jedoch schwierig dar. Es zeigte sich nur eine geringe
Rotfarbung im Zytoplasma bei den Vorhautfibroblasten, die ohne DHT-Zusatz angeziichtet
wurden, und eine etwas vermehrte bei den Vorhautfibroblasten, die mit DHT-Zusatz
angeziichtet wurden. Auch hier wirkte es so, dass eine vermehrte Lokalisation des
Androgenrezeptors im Zellkern bei den mit DHT-Zusatz angezlichteten Vorhautfibroblasten
bestand. Leider war aber auch hier die Hintergrundfarbung bei den ohne DHT-Zusatz
angezlichteten Vorhautfibroblasten insgesamt dunkler und somit auch hier eine
guantitative Aussage nicht zu treffen. Zudem schienen die Vorhautfibroblasten unter DHT-

Zusatz ihre Morphologie zu andern. So lagen die mit DHT-Zusatz angeziichteten
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Vorhautfibroblasten dichter beieinander und waren runder im Vergleich zu den

Vorhautfibroblasten, die ohne DHT-Zusatz angeziichtet wurden (Abbildung 10 C-D).

Bei den Schnitten der Integra®-Matrix-Kulturen waren die Kollagenfasern der Integra®-
Matrix sowie die Vorhautfibroblasten, die sich in dem dreidimensionalen Kollagengerist
angeordnet hatten, zu erkennen. Eine genaue Abgrenzung zwischen Vorhautfibroblasten
und Kollagenfasern stellte sich jedoch schwierig dar. So war das Zytoplasma bei beiden
Versuchsgruppen schwer zu identifizieren und vor allem der Zellkern erkennbar. Auch hier
erschien die Hintergrundfarbung bei den ohne DHT-Zusatz angeziichteten
Vorhautfibroblasten dunkler. Trotzdem wirkten die Zellkerne der mit DHT-Zusatz
angezlichteten Vorhautfibroblasten rétlicher als die der ohne DHT-Zusatz angeziichteten
Vorhautfibroblasten. Dies kdonnte fiir eine vermehrte Lokalisation des Androgenrezeptors
im Zellkern der mit DHT-Zusatz angezlichteten Vorhautfibroblasten sprechen (Abbildung 10
E-F).

In Zusammenschau konnte sich der Fragestellung durch die Immunhistologie nur
angenahert werden. Die Zellmorphologien der einzelnen Versuchszellen wirkten zu
unterschiedlich und die Farbung selbst war zu schwach, um eindeutig interpretiert werden
zu kdnnen. Eine Quantifizierung war nicht méglich. So blieben zu viele Unsicherheiten fir
eine sichere Aussage liber den Nachweis des Androgenrezeptors, seiner Menge und seiner
Lokalisation. Daher musste dieser auf anderem Wege nachgewiesen werden, was durch die
nachfolgenden Untersuchungen mittels Westernblot und RT-PCR auf Protein- und RNA-

Ebene erfolgte.
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Abbildung 10: Exemplarische Abbildung der immunhistologischen Farbung des Androgenrezeptors aller untersuchter
Zellreihen und Kulturbedingungen (630-fache VergréRerung): Abbildung der untersuchten Zellen mit dem dunkel
angefarbten Zellkern. Die Rotfarbung entspricht dem Nachweis des Androgenrezeptors. Zusatzlich sieht man bei den
Integra®-Matrix-Kultur-Farbungen Teile des Matrixgeristes, in dem die Zellen wachsen.

A:

Tmoo®w

LNCaP-Zellen in Chamber Slide Kulturen an Tag 5, ohne DHT angezlichtet
LNCaP-Zellen in Chamber Slide Kulturen an Tag 5, mit DHT angeziichtet
Vorhautfibroblasten in Chamber Slide Kulturen an Tag 5, ohne DHT angeziichtet
Vorhautfibroblasten in Chamber Slide Kultur an Tag 5, mit DHT angeziichtet
Vorhautfibroblasten in Integra®-Matrix-Kultur an Tag 5, ohne DHT angeziichtet
Vorhautfibroblasten in Integra®-Matrix-Kultur an Tag 5, mit DHT angezlichtet

3.3.2 Nachweis des Androgenrezeptorproteins mittels Westernblot

Um die relative Expression des Androgenrezeptors in Monolayer- und Integra®-Matrix-

Kulturen mit und ohne DHT-Zusatz auf Proteinebene zu vergleichen, wurden Westernblots

der Proteinisolate aus den jeweiligen Kulturen aller 11 Probanden durchgefiihrt. GAPDH

fungierte hier als Housekeeping-Protein.
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Abbildung 11: Exemplarische Darstellung eines Westernblots der Proben eines Probandens (F: Flasche, M: Matrix, -/+
DHT) an Tag 5. Die obere Bande entspricht dem Androgenrezeptor (AR), die untere Bande GAPDH.

In die Auswertung flossen die Ergebnisse der Proben aller 11 phanotypisch mannlichen
Probanden im Alter von ein bis zehn Jahren ein. Die Vorhautfibroblasten aller
Versuchsgruppen wiesen den Androgenrezeptor auf. Die deskriptiven Ergebnisse sind in
Tabelle 2 zu finden. Es war bei allen 11 Probanden der Androgenrezeptor bei den
Vorhautfibroblasten, die mit DHT-Zusatz angeziichtet wurden, sowohl in den Flaschen- als
auch in den Integra®-Matrix-Kulturen vermehrt nachweisbar. Es konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen den Flaschen- und Integra®-Matrix-Kulturen mit DHT-Zusatz im
Vergleich zu den Flaschen- und Integra®-Matrix-Kulturen ohne DHT-Zusatz gezeigt werden
(siehe Tabelle 3). Der entsprechende Median lag bei den mit DHT-Zusatz angeziichteten
Vorhautfibroblasten Gber dem der Vorhautfibroblasten ohne Zusatz von DHT (siehe Tabelle

2).

Ein Unterschied zwischen Flaschen- und Integra®-Matrix-Kulturen konnte hingegen nicht

gezeigt werden.
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Flasche - DHT Flasche + DHT Matrix - DHT Matrix + DHT

Proband 1 1,558 4,6004 0,0752 0,74
Proband 2 1,0615 3,79 0,6965 3,9402
Proband 3 0,8414 2,5263 0,4202 1,1721
Proband 4 0,5692 1,2243 0,1817 0,6414
Proband 5 0,2109 0,9377 0,1319 0,66
Proband 6 0,6669 1,2218 0,693 1,1686
Proband 7 0,6506 0,9413 0,429 2,0479
Proband 8 0,7637 1,2399 0,5948 1,3915
Proband 9 0,4876 0,7874 0,2764 0,5773
Proband 10 0,6338 0,9194 0,9498 1,8992
Proband 11 0,5116 1,1417 0,5038 2,395
Median 0,6506 1,2218 0,429 1,1721
25 %-Quantil 0,5116 0,9377 0,1817 0,66
75 %-Quantil 0,8414 2,5263 0,693 2,0479
Minimum 0,2109 0,7874 0,0752 0,5773
Maximum 1,558 4,6004 0,9498 3,9402

Tabelle 2: Ratio AR/GAPDH der vier unterschiedlichen Kulturbedingungen der Vorhautfibroblasten (Flaschenkultur ohne
DHT-Zusatz, Flaschenkultur mit DHT-Zusatz, Integra®-Matrix-Kultur ohne DHT-Zusatz, Integra®-Matrix-Kultur mit DHT-
Zusatz) der 11 Probanden an Tag 5
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Abbildung 12: Grafische Darstellung der Ratio AR/GAPDH der vier unterschiedlichen Kulturbedingungen der
Vorhautfibroblasten (Flaschenkultur ohne DHT-Zusatz, Flaschenkultur mit DHT-Zusatz, Integra®-Matrix-Kultur ohne DHT-
Zusatz, Integra®-Matrix-Kultur mit DHT-Zusatz) der 11 Probanden an Tag 5 als Boxplot.

Erlduterung: Zur Veranschaulichung der Daten wurde ein Boxplot erstellt. Hier bilden die Boxen den Bereich zwischen der
25%-Quantil und der 75%-Quantil und zeigen somit an in welchem Bereich sich 50% der erhobenen Werte befinden. Bei
den Flaschen- und Integra®-Matrix-Kulturen ohne DHT-Zusatz war die Spannbreite, in der sich 50% der erhobenen Werte
befanden, kleiner als bei den Kulturen mit DHT-Zusatz. Die als Linie in den Boxen dargestellten Mediane waren bei den
Flaschen- und Integra®-Matrix-Kulturen ohne DHT-Zusatz auf einer ahnlichen Hohe. Dies galt auch fiir die Flaschen- und
Integra®-Matrix-Kulturen mit DHT-Zusatz. Die Antennen bilden das Minimum und Maximum der berechneten Ratios ab.
Die mit eins und zwei markierten Punkte waren jeweils Ratios von Proband 1 und 2, die als AusreiRer abgebildet wurden.
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Mediandifferenz Z-Wert p-Wert

Flasche + DHT - Flasche - DHT 0,5712 -2,934 0,003
Matrix + DHT — Matrix - DHT 0,7431 -2,934 0,003
Matrix - DHT — Flasche - DHT -0,2216 -2,134 0,033
Matrix + DHT - Flasche + DHT -0,0497 -0,356 0,722

Tabelle 3: Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zur vergleichenden Analyse der Ratio AR/GAPDH unter den vier
Kulturbedingungen an Tag 5.

Erlduterung: Es bestand ein Unterschied zwischen der Androgenrezeptorproteinmenge bei den Vorhautfibroblasten aus
Flaschen- und Integra®-Matrix-Kulturen, die mit DHT-Zusatz angeziichtet wurden, im Vergleich zu den Vorhautfibroblasten
aus Flaschen- und Integra®-Matrix-Kulturen, die ohne DHT-Zusatz angeziichtet wurden. Unterschiede bei dem Vergleich
von Flaschenkultur zu Integra®-Matrix-Kultur konnten nicht gefunden werden.

3.3.3 Nachweis der Androgenrezeptor-RNA mittels RT-PCR

Zur relativen Quantifizierung der Androgenrezeptor-RNA als Ratio zum Housekeeping-Gen
GAPDH erfolgten die Untersuchungen der RNA-Isolate aller 11 Probanden an Tag 5 aus den

jeweiligen Kulturen mittels Light Cycler RT-PCRs.

Bei allen 11 Probanden konnte Androgenrezeptor-RNA unter den vier Kulturbedingungen

nachgewiesen werden (siehe Tabelle 4).

Die Expressionsdaten lagen im Mittel bei den Integra®-Matrix-Kulturen etwas hoher als bei
den Flaschenkulturen (siehe Tabelle 4). Signifikante Unterschiede fanden sich weder in
Bezug auf den DHT-Zusatz zum Kulturmedium noch bei dem Vergleich von Flaschen- und

Integra®-Matrix-Kulturen (siehe Tabelle 5).
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Flasche - DHT

Flasche + DHT Matrix - DHT

Matrix + DHT

Proband 1 6,87 7,03 12,77 8,31
Proband 2 6,28 6,36 5,67 6,03
Proband 3 4,73 11,23 10,59 9,13
Proband 4 9,37 8,04 3,77 9,26
Proband 5 7,14 11,01 11 11,87
Proband 6 4,42 4,59 5,88 4,35
Proband 7 2,8 5,74 1,63 2,52
Proband 8 3,82 3,86 7,19 8,54
Proband 9 5,27 7,29 9,92 9,29
Proband 10 8,42 7,47 10,72 10,35
Proband 11 10,03 7,31 11,03 10,26
Median 6,28 7,29 9,92 9,13
25 %-Quantil 4,42 5,74 5,67 6,03
75 %-Quantil 8,42 8,04 11 10,26
Minimum 2,8 3,86 1,63 2,52
Maximum 10,03 11,23 12,77 11,87

Tabelle 4: Normalisierte Ratio AR/GAPDH der vier unterschiedlichen Kulturbedingungen der Vorhautfibroblasten
(Flaschenkultur ohne DHT-Zusatz, Flaschenkultur mit DHT-Zusatz, Integra®-Matrix-Kultur ohne DHT-Zusatz, Integra®-

Matrix-Kultur mit DHT-Zusatz) der 11 Probanden an Tag 5
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Abbildung 13: Grafische Darstellung der relativen Expressionsdaten der Androgenrezeptor-RNA als normalisierte Ratio
AR/GAPDH der vier unterschiedlichen Kulturbedingungen der Vorhautfibroblasten (Flaschenkultur ohne DHT-Zusatz,
Flaschenkultur mit DHT-Zusatz, Integra®-Matrix-Kultur ohne DHT-Zusatz, Integra®-Matrix-Kultur mit DHT-Zusatz) der 11
Probanden an Tag 5 als Boxplot

Erlduterung: Der Bereich, in dem sich 50% der erhobenen Werte befanden, war bei allen vier Kulturbedingungen grof3,
ebenso wie die Spannbreite zwischen dem Minimum und Maximum. Die als Linie in den Boxen dargestellten Mediane
waren jeweils bei den Flaschenkulturen und den Integra®-Matrix-Kulturen auf einer dhnlichen Hohe. Die mit Punkten
markierten Werte der Probanden 3, 5 und 7 waren AusreilRer.
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Mediandifferenz Z-Wert p-Wert

Flasche + DHT - Flasche - DHT 1,01 -1,245 0,213
Matrix + DHT — Matrix - DHT -0,79 -0,267 0,790
Matrix - DHT — Flasche - DHT 3,64 -1,778 0,075
Matrix + DHT - Flasche + DHT 1,84 -1,156 0,248

Tabelle 5: Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zur Analyse der Expression des Androgenrezeptors normalisiert mit GAPDH
unter den vier Kulturbedingungen an Tag 5.
Erlduterung: Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zeigte keine Unterschiede zwischen den einzelnen Kulturbedingungen.

3.4 Nachweis der potenziell Androgen-responsiven Gene mittels RT-
PCR und Vergleich zwischen Monolayer- und Integra®-Matrix-
Kulturen

In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurden die Gene Insulin-like growth factor
binding protein 2 (IGFBP2) und Apolipoprotein D (ApoD) als potenzielle Androgen-
responsive Gene identifiziert. Mittels Light Cycler RT-PCR sollte diese Annahme am
Probandenkollektiv dieser Arbeit (iberprift werden. Hierfir wurde die RNA-Expression von
IGFBP2 und ApoD bei den Vorhautfibroblasten aus den vorangegangenen Versuchen, also
aus Flaschen- und Integra®-Matrix-Kulturen der 11 Probanden, die jeweils mit und ohne
DHT-Zusatz angeziichtet wurden, verglichen. Somit wurden zum einen der Einfluss des DHT-
Zusatzes im Kulturmedium auf die Genexpression von IGFBP2 und ApoD sowie der Einfluss
eines dreidimensionalen Wachstums in der Integra®-Matrix untersucht. Auch hier fungierte

GAPDH als Housekeeping-Gen.

3.4.1 Insulin-like growth factor binding protein 2 (IGFBP2)

Die Expression von IGFBP2 konnte bei den Vorhautfibroblasten aller 11 Probanden unter

allen vier Kulturbedingungen nachgewiesen werden (siehe Tabelle 6).

Ein Unterschied zwischen den verschiedenen Kulturbedingungen konnte jedoch nicht
gezeigt werden (siehe Tabelle 7). Somit lie} sich IGFBP2 durch diese Versuche nicht als
Androgen-responsives Gen bestatigen. Auch ergab sich kein Unterschied beziiglich der
Anzucht in einer dreidimensionalen Matrix gegenliber einer Monolayerkultur (siehe Tabelle

7).

49



Flasche - DHT Flasche + DHT Matrix - DHT Matrix + DHT

Proband 1 0,27 0,44 0,3 1

Proband 2 0,16 0,04 0,16 0,07
Proband 3 0,31 0,32 0,51 0,64
Proband 4 0,09 0,16 0,54 1,02
Proband 5 1,82 3,04 0,65 1,31
Proband 6 0,19 0,13 0,06 0,24
Proband 7 0,1 0,03 0,03 0,05
Proband 8 1,87 0,63 0,52 0,57
Proband 9 0,5 0,36 2,05 0,62
Proband 10 0,24 2,64 0,27 5,19
Proband 11 0,24 0,41 0,36 1,31
Median 0,24 0,36 0,36 0,64
25 %-Quantil 0,16 0,13 0,16 0,24
75 %-Quantil 0,5 0,63 0,54 1,31
Minimum 0,09 0,03 0,03 0,05
Maximum 1,87 3,04 2,05 5,19

Tabelle 6: Normalisierte Ratio IGFBP2/GAPDH der vier unterschiedlichen Kulturbedingungen der Vorhautfibroblasten
(Flaschenkultur ohne DHT-Zusatz, Flaschenkultur mit DHT-Zusatz, Integra®-Matrix-Kultur ohne DHT-Zusatz, Integra®-
Matrix-Kultur mit DHT-Zusatz) der 11 Probanden an Tag 5
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Abbildung 14: Grafische Darstellung der relativen Expressionsdaten der IGFBP2-RNA als normalisierte Ratio
IGFBP2/GAPDH der vier unterschiedlichen Kulturbedingungen der Vorhautfibroblasten (Flaschenkultur ohne DHT-Zusatz,
Flaschenkultur mit DHT-Zusatz, Integra®-Matrix-Kultur ohne DHT-Zusatz, Integra®-Matrix-Kultur mit DHT-Zusatz) der 11
Probanden an Tag 5 als Boxplot

Erlduterung: Die Spannbreite der erhobenen Werte war bei allen Kulturbedingungen klein. Die Mediane lagen nah
beieinander. Die mit Punkten markierten Werte der Probanden 5, 8, 9 und 10 waren AusreilRer.
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Mediandifferenz Z-Wert p-Wert

Flasche + DHT - Flasche - DHT 0,12 -0,578 0,563
Matrix + DHT — Matrix - DHT 0,28 -1,778 0,075
Matrix - DHT — Flasche - DHT 0,12 -0,255 0,799
Matrix + DHT - Flasche + DHT 0,28 -1,778 0,075

Tabelle 7: Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zur Analyse der Expression von IGFBP2 normalisiert mit GAPDH unter den vier
Kulturbedingungen an Tag 5.
Erlduterung: Es konnten keine Unterschiede zwischen den vier Kulturbedingungen gezeigt werden.

3.4.2 Apolipoprotein D (ApoD)

Die Expression von ApoD konnte bei den Vorhautfibroblasten aller 11 Probanden unter

allen vier Kulturbedingungen nachgewiesen werden (siehe Tabelle 8).

Ein signifikanter Unterschied in der ApoD-Expression bei den mit DHT-Zusatz angeziichteten
Vorhautfibroblasten sowohl in Flaschen-, als auch in Integra®-Matrix-Kulturen gegeniiber
den ohne DHT-Zusatz angeziichteten Vorhautfibroblasten lag nicht vor (siehe Tabelle 9). Die
Mediane zeigten jedoch eine vermehrte ApoD-Expression bei den mit DHT-Zusatz
angezlichteten Vorhautfibroblasten (siehe Tabelle 8). Zudem zeigte sich ein Unterschied in
der Expression von ApoD beim Vergleich zwischen Flaschen- und Integra®-Matrix-Kulturen
mit Zusatz von DHT (siehe Tabelle 9). Sie war bei den Integra®-Matrix-Kulturen vermehrt

(siehe Tabelle 8).

Diese Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass ApoD ein potenzielles Androgen-responsives
Gen ist. Zwar konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den mit DHT- und ohne DHT-
Zusatz angezlichteten Vorhautfibroblasten gefunden werden. Betrachtet man jedoch die
Mediane zeigt sich eine vermehrte ApoD-Expression bei den mit DHT-Zusatz angeziichteten
Vorhautfibroblasten sowohl aus Flaschen- als auch aus Integra®-Matrix-Kulturen. Zudem
scheint auch das Wachstum in der dreidimensionalen Integra®-Matrix die ApoD-Expression

zu steigern.
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Proband 1
Proband 2
Proband 3
Proband 4
Proband 5
Proband 6
Proband 7
Proband 8
Proband 9
Proband 10
Proband 11

Median

25 %-Quantil
75 %-Quantil
Minimum
Maximum

Flasche - DHT
0,06
0,4
0,53
0,87
0,22
0,21
0,52
0,07
0,06
2,69
1,65

0,4

0,07
0,87
0,06
2,69

Flasche + DHT Matrix - DHT

0,95
1,72
7,16
4,32
7,71
1,74
3,29
0,33
1,74
1,85
11,2

1,85
1,72
7,16
0,33
11,2

0,78
0,72
2,76
0,77
0,51
0,11
2,35
0,59
0,22
8,71
2,23

0,77
0,51
2,35
0,11
8,71

Matrix + DHT
3,9
8,33
8,76
16,99
18,98
9,81
25,86
1,44
5,8
4,79
36,52

8,76
4,79
18,98
1,44
36,52

Tabelle 8: Normalisierte Ratio ApoD/GAPDH der vier unterschiedlichen Kulturbedingungen der Vorhautfibroblasten
(Flaschenkultur ohne DHT-Zusatz, Flaschenkultur mit DHT-Zusatz, Integra®-Matrix-Kultur ohne DHT-Zusatz, Integra®-
Matrix-Kultur mit DHT-Zusatz) der 11 Probanden an Tag 5

40,00
E 30,00
<
@)
2
<
9 20,00
©
~
L
4]
2
E 10,00 —‘7 10
= o
o
7z

- |
ol
00 —_— 1
Flasche - DHT Flasche + DHT Matrix - DHT Matrix + DHT

Abbildung 15: Grafische Darstellung der relativen Expressionsdaten der ApoD-RNA als normalisierte Ratio ApoD/GAPDH
der vier unterschiedlichen Kulturbedingungen der Vorhautfibroblasten (Flaschenkultur ohne DHT-Zusatz, Flaschenkultur
mit DHT-Zusatz, Integra®-Matrix-Kultur ohne DHT-Zusatz, Integra®-Matrix-Kultur mit DHT-Zusatz) der 11 Probanden an Tag

5 als Boxplot

Erlduterung: Der Bereich, in dem sich 50% der erhobenen Werte befanden, war bei den ohne DHT-Zusatz angeziichteten
Vorhautfibroblasten der Flaschen- und Integra®-Matrix-Kulturen klein. Wohingegen dieser Bereich bei den mit DHT-Zusatz
angeziichteten Vorhautfibroblasten der Flaschen- und Integra®-Matrix-Kulturen groR war. Gleiches galt fur die
Spannbreite zwischen dem Minimum und Maximum. Die mit Punkten markierten Werte der Probanden 10 und 11 waren

AusreilSer.
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Mediandifferenz Z-Wert p-Wert

Flasche + DHT - Flasche - DHT 1,45 -2,756 0,006
Matrix + DHT — Matrix - DHT 7,99 -2,667 0,008
Matrix - DHT — Flasche - DHT 0,37 -2,669 0,008
Matrix + DHT - Flasche + DHT 6,91 -2,934 0,003

Tabelle 9: Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zur Analyse der Expression von ApoD als normalisierte Ratio mit GAPDH unter
den vier Kulturbedingungen an Tag 5.

Erlduterung: Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Expression von ApoD bei mit DHT-Zusatz angeziichteten
Vorhautfibroblasten gegeniiber ohne DHT-Zusatz angeziichteten Vorhautfibroblasten, weder bei Flaschen- noch bei
Integra®-Matrix-Kulturen. Jedoch bestand ein Unterschied in der ApoD-Expression beim Vergleich zwischen den in
Integra®-Matrix-Kulturen mit DHT-Zusatz angeziichteten Vorhautfibroblasten gegeniiber den in Flaschenkulturen mit DHT-
Zusatz angezlchteten Vorhautfibroblasten.
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4 Diskussion

In unterschiedlichen Bereichen besteht ein Interesse an einer artifiziellen Genitalhaut. So
kdnnte diese in der urogenitalen Chirurgie im Bereich der rekonstruktiven Chirurgie nach
Verletzungen, aber auch bei urogenitalen Fehlbildungen und bei geschlechtsangleichenden
Operationen als Hautersatz eingesetzt werden. In der pharmazeutischen und kosmetischen
Industrie werden zudem Hautmodelle fiir die Testung von Medikamenten und Kosmetika
gesucht. Aber auch in der Grundlagenforschung besteht ein groRes Interesse an
experimentellen Systemen und Versuchseinheiten, die den In-vivo-Zustand moglichst
genau imitieren. Hier erfolgen die meisten Untersuchungen bisher an sogenannten
Monolayerkulturen, deren Ergebnisse durch den Mangel an Dreidimensionalitdt nur
eingeschrankt auf den In-vivo-Zustand Ubertragbar sind. Von einem dreidimensionalen

Modell wird angenommen, dass es komplexe Aspekte besser in vitro modellieren kann.

Daher war das erste Ziel dieser Arbeit ein dreidimensionales genitales Dermismodell unter
der Verwendung einer mit Vorhautfibroblasten besiedelten Matrix zu entwickeln. Dieses
Ziel konnte erreicht werden. Die Vorhautfibroblasten besiedelten nicht nur die Integra®-
Matrix, sondern vermehrten sich auch in ihr. Der Einfluss der dreidimensionalen Anordnung
der Zellen auf die Expression des Androgenrezeptors und moglicher Androgen-responsiver
Gene wurde daraufhin durch den Vergleich mit Monolayerkulturen untersucht. Die
Hypothese war, dass zwischen den beiden Kulturbedingungen ein Unterschied in Bezug auf
die Menge des durch die Vorhautfibroblasten exprimierten Androgenrezeptors, die
Expression der Androgenrezeptor-RNA sowie die Expression moglicher Androgen-
responsiver Gene besteht. Die Untersuchungen zeigten jedoch keinen Unterschied in Bezug
auf die Androgenrezeptorproteinmenge und die Androgenrezeptor-RNA-Expression bei
dem Vergleich von Integra®-Matrix-Kulturen und Monolayerkulturen. Es lieR sich aber eine
Steigerung der ApoD-Expression bei den Integra®-Matrix-Kulturen mit Zusatz von 10 nM
DHT gegeniber den Monolayerkulturen mit Zusatz von 10 nM DHT nachweisen. Die
Expressionsdaten von IGFBP2 hingegen ergaben keinen Unterschied bei dem Vergleich von

Integra®-Matrix- und Monolayerkulturen.

Des Weiteren erfolgte die erste Anwendung der Integra®-Matrix-Kultur als Versuchseinheit

zum Nachweis Androgen-responsiver Gene. Deren Kenntnis wirde zu einem besseren
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Verstandnis der Androgen-abhadngigen Vorgdnge bei 46, XY-Karyotyp beitragen und kénnte
neue Diagnostikmoglichkeiten bei Androgenresistenz-Patienten ohne Nachweis einer
Androgenrezeptorgenmutation eréffnen. Eine Androgenresistenz (AIS) liegt vor, wenn bei
einem 46, XY-Karyotyp die Ansprache der Zielzellen auf Androgene bei bestehenden Hoden
und altersentsprechenden Androgenkonzentrationen im Kérper komplett oder auch nur in
Teilen fehlt (Quigley et al., 1995). Klinisch wird zwischen drei Formen unterschieden: der
kompletten Androgenresistenz (CAIS), der partiellen Androgenresistenz (PAIS) und der
milden Androgenresistenz (MAIS). Durch DNA-Sequenzierung kann bei mehr als 95 % der
CAIS-Patienten die ursadchliche Mutation des Androgenrezeptorgens identifiziert werden
(Hughes et al., 2012, Gulia et al., 2018). Allerdings findet sich nur bei weniger als 40 % der
PAIS-Patienten eine verantwortliche Mutation (Lucas-Herald et al., 2016). Somit basiert die
Diagnose einer partiellen Androgenresistenz auch heute noch haufig ausschliefRlich auf
klinischen Aspekten ohne Nachweis der genauen Ursache. Hier werden noch nicht
identifizierte Funktionsstorungen des Androgenrezeptors oder Stérungen der Androgen-
vermittelten Signalwege, die nicht auf eine Androgenrezeptorgenmutation zurlickzufiihren
sind, vermutet. Die Hypothese dieser Arbeit war, dass es durch Zusatz von DHT zum
Kulturmedium der Vorhautfibroblasten zu einer Steigerung der Genexpression potenzieller
Androgen-responsiver Gene kommt, die sich so nachweisen lassen. Daher erfolgten
vergleichende Untersuchungen der Genexpression von Vorhautfibroblasten, die mit und
ohne Zusatz von 10 nM DHT kultiviert wurden. Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe
ergaben zwei potenzielle Androgen-responsive Gene, Insulin-like growth factor binding
protein 2 (IGFBP2) und Apolipoprotein D (ApoD), deren Expression in den Zellkulturen
dieser Arbeit mittels RT-PCR vergleichend untersucht wurden. Hier konnte kein signifikanter
Unterschied in der Apolipoprotein D-Expression gezeigt werden. Es bestanden jedoch
Hinweise, dass es sich trotzdem um ein potenzielles Androgen-responsives Gen handeln
konnte, da die Mediane der normalisierten Ratio ApoD/GAPDH bei den Vorhautfibroblasten
mit DHT-Zusatz aus Flaschen- und Integra®-Matrix-Kulturen hoéher ausfielen als die der
Vorhautfibroblasten ohne DHT-Zusatz aus Flaschen- und Integra®-Matrix-Kulturen. Ein
signifikanter Unterschied in der Genexpression von Insulin-like growth factor binding

protein 2 bestand nicht und auch die Mediane zeigten keine wesentlichen Unterschiede.
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4.1 Erstellung des genitalen Dermismodells

Fiir das genitale Dermismodell ebenso wie fiir die vergleichenden Monolayerkulturen
wurden Vorhautfibroblasten gesunder Probanden als Versuchszellen verwendet. Zum einen
sind Vorhautfibroblasten ein typischer Bestandteil der mannlichen Genitalhaut, zum
anderen sind sie flr Studien, die die Struktur, Funktion und Aktivitdt des Androgenrezeptors
untersuchen, haufig genutzte Versuchszellen (Palma et al., 2002). Sie eignen sich besonders
gut, da es sich um menschliche Zellen handelt, die eine hohe Androgenrezeptorexpression
aufweisen und unter kontrollierten Bedingungen angeziichtet werden kénnen (Brown und
Migeon, 1981). Vorteilhaft ist zudem die gute Verfligbarkeit, da sie im Rahmen von

Zirkumzisionsoperationen einfach zu gewinnen sind.

Integra® ist eine aus vernetztem Rindersehnenkollagen und Haifischknorpel-
Glykosaminoglykanen (Chondroitin-6-Sulfat) bestehende porése Matrix, die in der
Verbrennungsmedizin zur Wundversorgung von in die tieferen Hautschichten reichenden
Verbrennungen genutzt wird. Hier wird sie als Dermisersatz verwendet, verbessert die
Besiedlung der Wundflache mit Fibroblasten, Makrophagen und Kapillaren aus dem
Wundbett und fihrt zu einem besseren Heilungsergebnis (Stern et al., 1990, Machens et
al., 2000). Seit 2016 besteht zudem die FDA-Zulassung zur Therapie von Ulzera bei
diabetischem Fusssyndrom (Chang et al.,, 2019). Aber auch in anderen Bereichen der
rekonstruktiven Chirurgie z. B. nach Entfernung groRRer kongenitaler melanozytarer Naevi

wird Integra® erfolgreich eingesetzt (Chang et al., 2019).

Ahnliche Hautmodelle bestehend aus einem dreidimensionalen Geriist besiedelt mit
menschlichen Zellen wurden bereits erfolgreich von anderen Arbeitsgruppen und Firmen
wie der Firma Advanced Tissue Science hergestellt (Rheins et al., 1994, Purdue, 1997, Atala
et al.,, 2015). Integra® selbst wurde bisher nicht zur Herstellung von experimentellen
Genitalhautmodellen genutzt, erscheint aber aufgrund des erfolgreichen klinischen
Einsatzes als geeignet. Um festzustellen, ob die Besiedlung der Integra®-Matrix mit den
Vorhautfibroblasten erfolgreich war, erfolgten die initialen Wachstumsversuche. Hier
konnte durch den Nachweis steigender Protein- und RNA-Mengen sowie mittels eines MTT-
Reduktions-Assays die Zunahme der Menge an vitalen Vorhautfibroblasten in der Integra®-
Matrix und damit die erfolgreiche Besiedlung und Vermehrung gezeigt werden. Auch

immunbhistologisch wiesen wir die Vorhautfibroblasten im Kollagengeriist nach.
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Zu bedenken ist aber, dass es sich auch bei dieser Zellkultur um ein sehr artifizielles System
handelt. Interaktionen unterschiedlicher Zelltypen sowie neuronale und endokrine
Einflisse fehlen, was die Ubertragbarkeit auf die in vivo ablaufenden Prozesse einschrianken
kann. Studien haben aber gezeigt, dass die Kultur in einer dreidimensionalen Matrix durch
Steigerung der Dimensionalitdit der Extrazellularmatrix die Zellproliferation, die
Zelldifferenzierung, die Reaktion auf mechanische Einwirkungen und das Uberleben der
Zellen erheblich beeinflussen kann und somit in dieser Hinsicht eine Verbesserung darstellt

(Duval et al., 2017).

4.2 Klinische Anwendbarkeit

Der im Bereich der rekonstruktiven Chirurgie bestehende Bedarf an einem
Genitalhautersatz beruht auf einem haufig bestehenden Mangel an nativer Genitalhaut. So
treten beispielsweise bei Patienten mit schweren Formen der Hypospadie bei
korrigierenden Operationen auch aufgrund von unzureichendem Material fir die
Rekonstruktionen komplizierte Verldufe mit unbefriedigendem Ergebnis fiir die Patienten
auf (Sircili et al., 2010). Ein artifizieller Genitalhautersatz muss aber vielen Anspriichen
genigen. Er soll der echten Genitalhaut moglichst dhnlich sein, eine ausreichende Stabilitat
besitzen und die Barrierefunktion des natirlichen Gewebes imitieren. Auch das Potential
mitzuwachsen ist wichtig. Die Matrix sollte durch den Kérper abgebaut werden kénnen
ohne toxische Abbauprodukte zu bilden und durch die kdrpereigene Extrazellularmatrix
erganzt werden (Atala et al., 2015). Aktuell gibt es in Deutschland kein Produkt, das diesen
Ansprichen vollstandig entspricht. Entscheidend fiir den Erfolg eines Genitalhautersatzes
ist die Affinitat der Zellen zu der Extrazellularmatrix, die Dichte der Zellbindungsstellen, das
Vorhandensein von Signalstoffen, die Verfligbarkeit von Nahrstoffen und die Entfernung

von Abbauprodukten (Park et al., 2000).

Der Einsatz von Integra® als Dermisersatz ist fiir andere Korperregionen bereits etabliert.
Sie dient dort als Leitstruktur flir einsprossende Zellen wie beispielsweise Fibroblasten

(Stern et al., 1990, Machens et al., 2000, Chang et al., 2019).

Das hier entwickelte Modell zeigt neben der Nutzung als experimentelles System auch
Potential fiir eine therapeutische Anwendung, da Integra® viele der geforderten Anspriiche

erfillt. Die Integra®-Matrix ist stabil, kann durch den Kérper abgebaut werden und die
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Vorhautfibroblasten lassen sich gut ansiedeln (Kremer und Berger, 2000). Aktuell ist aber
die Zelldichte in der Integra®-Matrix-Kultur durch einige limitierende Faktoren noch zu
gering. So ist das Wachstum ab Tag 5 eingeschrankt, was vermutlich auf die mangelnde
Nahrstoffversorgung und die Zunahme der Abbauprodukte zuriickzufiihren ist. Eine
Verbesserung der Nahrstoffversorgung und Entfernung von Abbauprodukten kénnte z.B.
durch ein durchflieRendes Medium gewahrleistet werden. Zudem handelt es sich aktuell
um ein reines Dermismodell. Eine Weiterentwicklung mit Integration einer deckenden

Keratinozyten- oder Urothelschicht ware wiinschenswert.

4.3 Einfluss der Dreidimensionalitat auf die Vorhautfibroblasten

In vivo befinden sich Zellen in einem dreidimensionalen Gewebsverbund. Das hier
entwickelte genitale Dermismodell sollte eine Anndherung an diesen In-vivo-Zustand
darstellen. Durch die dreidimensionale Anordnung der Vorhautfibroblasten kdnnen diese
Zell-zu-Zell-Interaktionen sowie Interaktion mit der Extrazellularmatrix eingehen, die in
Monolayerkulturen nicht moglich wéaren. Beim Vergleich der beiden Kulturbedingungen,
Integra®-Matrix- und Monolayerkultur, sollte nun untersucht werden, ob dieser
Unterschied Auswirkungen auf die Gen- und Proteinexpression der Vorhautfibroblasten

hat.

In beiden Kulturen lieRen sich die Vorhautfibroblasten gut kultivieren. Verglichen wurden
die Androgenrezeptorexpression auf Protein- und RNA-Ebene sowie die Expression der
potenziell Androgen-responsiven Gene IGFBP2 und ApoD in den Integra®-Matrix-Kulturen
und den Monolayerkulturen. Es lag kein Unterschied bei der Expression des
Androgenrezeptors auf Protein- und RNA-Ebene vor. Auch die Expression von IGFBP2 war
ohne Unterschied zwischen den Kulturbedingungen. Die ApoD-Expression hingegen war bei
den Integra®-Matrix-Kulturen mit DHT-Zusatz gegenuber den Monolayerkulturen mit DHT-
Zusatz erhoht. Dies kdnnte darin begriindet sein, dass es zu einer dem In-vivo-Zustand
ahnlicheren Zell-zu-Zell-Interaktion und auch zu einer dem In-vivo-Zustand dhnlicheren
Interaktion mit der Extrazellularmatrix kommt. Durch die Zell-zu-Zell-Interaktion und die
Interaktion mit der Extrazellularmatrix im dreidimensionalen Verbund konnte die
Regulation bestimmter Gene verdandert werden und so den in vivo ablaufenden Prozessen

eher entsprechen. In der Literatur finden sich dreidimensionale Zellkulturen vor allem bei
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Untersuchungen, die den Einfluss der Mikroumgebung auf Tumorzellen und deren
Eigenschaften analysieren (Sieh et al., 2012, Taubenberger et al., 2016). Hier zeigt sich
zunehmend, dass sich in dreidimensionalen Zellkulturen gewachsene Zellen deutlich in
ihren Eigenschaften von denen in zweidimensionalen Flaschenkulturen gewachsenen
Zellen unterscheiden (Griffith und Swartz, 2006, Bott et al., 2010). Durch die weitere
Dimension bestehen andere rdumliche Verteilungen der Zellbindungsstellen und
physikalische Grenzen, die Einfluss auf die Zellkontraktion, die Signalwege vom AuBeren der
Zelle in ihr Inneres und auf die Zellmigration nehmen (Griffith und Swartz, 2006). In der
Studie von Sieh et al. (2012) wurden die Wachstumseigenschaften ebenso wie die
Genexpression von LNCaP-Zellen einer Monolayerkultur mit der einer dreidimensionalen
Hydrogelkultur mit und ohne Inkubation mit R1881, einem kiinstlichen Androgen,
verglichen. In der Hydrogelkultur zeigten sich im Gegensatz zur Monolayerkultur
tumordhnliche Morphologien wie zentrale hypoxische und apoptotische Bereiche. Nach
Hinzufiigen von R1881 fir 48 h wurde die Menge des Androgenrezeptors und die
Expression Androgen-responsiver Gene untersucht. Hier zeigte sich, dass der nukledre
Androgenrezeptor in den LNCaP-Zellen der Hydrogelkultur vermindert gegenliber dem der
Monolayerkultur war, wohingegen die Expression Androgen-responsiver Gene gleich war.
Eine vermehrte Expression Androgen-responsiver Gene zeigte sich hingegen im Vergleich
zwischen der Hydrogelkultur und der Monolayerkultur ohne Inkubation mit R1881. Zudem
waren fir die Cholesterol- und Steroidbiosynthese verantwortliche Gene vermehrt
exprimiert. Es wurde vermutet, dass die Grundexpression Androgen-responsiver Gene
aufgrund zunehmender Zell-zu-Zell-Interaktion und Zelldichte gesteigert ist. Passend hierzu
konnte gezeigt werden, dass Integrine und Hypoxie die Sensitivitdt des Androgenrezeptors
gegeniiber Androgenen steigern (Park et al., 2006, Zhang et al., 2007). Im Gegensatz hierzu
war in der aktuellen Arbeit die Expression des potenziell Androgen-responsiven Gens ApoD
in den Integra®-Matrix-Kulturen mit DHT-Zusatz gegeniiber den Monolayerkulturen erhéht,
nicht aber ohne DHT-Zusatz. Dies ist moglicherweise auch durch eine vermehrte
Grundexpression der Androgen-responsiven Gene aufgrund zunehmender Zell-zu-Zell-
Interaktion und Zelldichte, die durch DHT-Zusatz weiter gesteigert wurde, zu erklaren.
Unterschiede in der Androgenrezeptormenge konnten nicht gezeigt werden. Dies ist
moglicherweise auf die unterschiedlichen Versuchszellen zuriickzufiihren, da LNCaP-Zellen

im Vergleich zu den Vorhautfibroblasten mehr Androgenrezeptoren exprimieren und somit
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feinere Unterschiede deutlicher hervortreten. Ein Unterschied zwischen der IGFBP2-
Expression von Integra®-Matrix-Kultur und Monolayerkultur war, nachdem es als Androgen-

responsives Gen nicht bestatigt werden konnte, nicht zu erwarten.

4.4 Nutzung als Versuchseinheit in der DSD-Forschung

Nach erfolgreicher Besiedlung der Integra®-Matrix erfolgte die erste Anwendung der
Integra®-Matrix-Kultur als Versuchseinheit zum Nachweis potenzieller Androgen-
responsiver Gene. Hier stellte sich zundchst die Frage, welche Voraussetzungen fir diese

Untersuchungen erfiillt sein missen.

Da nur ein funktionsfahiger Androgenrezeptor seine Aufgabe als Liganden-aktivierter
Transkriptionsfaktor erfiillen und die Genexpression der Zelle beeinflussen kann, wiesen wir
ihn mittels Immunhistologie, Westernblot und RT-PCR optisch, auf Protein- und RNA-Ebene
bei den Vorhautfibroblasten aller Probanden nach. Hierdurch wurde allerdings nur seine
Existenz nachgewiesen, nicht aber seine Funktionsfahigkeit. Aufgrund des phanotypischen
Bildes der Probanden gingen wir aber von einer normalen Funktion aus. Durch die
Immunhistologie konnte aufgrund von technischen Einschrankungen wie unterschiedliche
Intensitditen der Hintergrundfarbung und der geringen Anfarbbarkeit der
Vorhautfibroblasten selbst nur ein erster Eindruck zur Lokalisation des Androgenrezeptors
und zur Auspragung der Androgenrezeptorexpression erlangt werden. Hier zeigten sich
Hinweise auf eine vermehrte Expression des Androgenrezeptors bei den
Vorhautfibroblasten, die mit DHT-Zusatz angeziichtet wurden. Dies konnte auf
Proteinebene mittels Westernblot bestatigt werden. Zurickzufihren ist das auf die
stabilisierende Funktion des DHT auf die vorliegenden Androgenrezeptoren (Gad et al.,
1988, Furutani et al., 2002, Chaturvedi und Dehm, 2019). Auf RNA-Ebene konnte hingegen
kein signifikanter Unterschied zwischen den unterschiedlichen Kulturbedingungen
festgestellt werden. Auch dies passt zu vorhergehenden Ergebnissen, bei denen ebenfalls
kein signifikanter Einfluss von Androgenen auf die Expression der Androgenrezeptor-RNA

nachgewiesen wurde (Choudhry et al., 1993).
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4.5 Nachweis Androgen-responsiver Gene

c-DNA-Microarray-Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe hatten bereits zwei potenzielle
Androgen-responsive Gene identifiziert. Hierbei handelte es sich zum einen um Insulin-like
growth factor binding protein 2 und zum anderen um Apolipoprotein D, deren Expression
bei Anzucht mit DHT-Zusatz im Kulturmedium im Vergleich zur Anzucht ohne DHT-Zusatz
erhoht war. Da die Voruntersuchungen aber nur an einer sehr kleinen Probandengruppe
durchgefiihrt wurden, sollten deren Ergebnisse am Probandenkollektiv dieser Arbeit

Uberprift werden.

Die Untersuchungen zum Nachweis der potenziellen Androgen-responsiven Gene erfolgten
mittels Real-Time-PCR. Hierbei handelt es sich um ein etabliertes Verfahren mit einer hohen
Sensitivitat und Reproduktionsféhigkeit (Heid et al., 1996). Vorteilhaft ist zudem, dass

geringere Mengen mRNA bendtigt werden.

In der Literatur finden sich cDNA-Microarray-Studien, die ebenfalls die Genexpression in
Vorhautfibroblasten nach Zusatz von 100 nM DHT untersuchten. In diesen Studien konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen den Vorhautfibroblasten mit DHT-Zusatz und ohne
DHT-Zusatz festgestellt werden (Holterhus et al., 2003, Bebermeier et al., 2006). Auch in
der aktuellen Arbeit konnte bei den zwei untersuchten Genen kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Hinweise, dass es sich bei ApoD um ein potenzielles Androgen-
responsives Gen handelt, fanden sich aber bei Betrachtung der Mediane der normalisierten
Ratio ApoD/GAPDH, die bei den mit DHT-Zusatz angeziichteten Vorhautfibroblasten im
Vergleich zu den ohne DHT-Zusatz Angezlichteten héher ausfielen. Vergleicht man nun das
Studiendesign mit dem Aktuellen, so zeigt sich, dass die Vorhautfibroblasten in den
vorangegangenen Studien nicht von Beginn an mit DHT angeziichtet wurden bzw. zusatzlich
im Laufe der Zellkultur eine 24-stiindige DHT-Pause mit nachfolgendem erneutem DHT-
Zusatz bis zu einer Konzentration von 1000 nM DHT fiir 24 Stunden erfolgte. Wohingegen
in der aktuellen Arbeit bereits bei Initilerung der Zellkultur DHT dem Zellkulturmedium
hinzugefiigt wurde. Somit kénnten die Ergebnisse der vorangegangenen Studien darin
begriindet sein, dass ohne dauerhaften ununterbrochenen DHT-Zusatz die
Vorhautfibroblasten im Laufe der Kulturzeit ihre Ansprechbarkeit auf Androgene verlieren.
Da die aktuelle Arbeit aber auch kein signifikantes Ergebnis, sondern lediglich einen Hinweis

auf ApoD als Androgen-responsives Gen lieferte, ist eine Wiederholung der
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Untersuchungen an einem deutlich gréBeren Probandenkollektiv sinnvoll und koénnte

moglicherweise ApoD als Androgen-responsives Gen bestatigen.

4.5.1 Insulin-like growth factor binding protein 2 (IGFBP2)

Die Voruntersuchungen hatten ergeben, dass unter Zusatz von 10nM DHT in das
Kulturmedium die Insulin-like growth factor binding protein 2-Expression in den
Vorhautfibroblasten gesteigert wurde. Dieses konnte durch die Real-Time-PCR-

Untersuchungen jedoch nicht bestatigt werden.

Es scheint dennoch ein Zusammenhang zwischen Androgenen, dem Androgenrezeptor und
den Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren (IGF) sowie deren Bindungsproteinen zu
bestehen. Gemeinsam scheinen sie Einfluss auf die Bildung des duferen mannlichen
Genitals und der sekundadren Geschlechtsmerkmale wahrend der Pubertat zu haben. Bei
dem Vergleich von Vorhautfibroblasten gesunder Probanden mit Labienfibroblasten von 46,
XY CAIS-Patienten nach Testosteronzusatz wurde eine deutliche Abnahme der IGF-2- und
IGFBP2-Sekretion in den Labienfibroblasten gemessen (Elmlinger et al., 2001). Da es sich
bei IGF-2 um einen wichtigen Regulator fetalen Wachstums handelt, ist dies moglicherweise
ein Grund fiur die ausbleibende Entwicklung mannlicher Geschlechtsmerkmale bei CAIS-
Patienten. Es besteht die Vermutung, dass IGF-2 und IGFBP2 als Vermittler der
Androgenwirkung auf die Entwicklung der mannlichen Geschlechtsmerkmale wahrend des
fetalen Wachstums fungieren. In einer anschlieBenden Studie, bei der erneut die
Expression von IGF-2 und IGFBP2 in Genitalhautfibroblasten gesunder Probanden mit
denen von CAIS-Patienten nach Zusatz von Testosteron und DHT untersucht wurde, konnten
diese Ergebnisse nur teilweise reproduziert werden. Es zeigte sich erneut eine verminderte
Sekretion von IGF-2 in den Genitalhautfibroblasten der CAIS-Patienten, aber im Gegensatz
zu der vorangegangenen Arbeit schien IGFBP2 in den Genitalhautfibroblasten der CAIS-
Patienten unabhangig von der Androgenzufuhr hochreguliert. Die Autoren vermuteten,
dass diese widersprichlichen Ergebnisse auf den Gebrauch alterer Fibroblasten und auf
unterschiedliche Zellkulturbedingungen, die zu einer hoheren Zelldichte fiihrten, was
wiederum die IGFBP2-Expression steigert, zurlickzufiihren waren. Insgesamt konnte die
Studie aber keinen oder nur einen schwachen Einfluss von Androgenen auf die IGFBP2-

Expression in Genitalhautfibroblasten zeigen (Diesing et al., 2003).
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In Prostatakarzinomzellen scheint die IGFBP2-Expression durch Androgene auf
unterschiedlichen Ebenen beeinflusst zu werden, was zu einer widerspriichlichen
Studienlage flihrt. So zeigen einige Studien, dass die IGFBP2-Expression in LnCaP-Zellen
durch Androgene gesteigert wird. Andere Studien kommen hingegen zu dem gegenteiligen
Ergebnis, namlich einer Abnahme der IGFBP2-Expression unter Androgenzufuhr (Degraff et

al., 2010).

Das Insulin-like growth factor binding protein 2 gehort zu der Familie der Insulin-dhnlichen
Wachstumsfaktorenbindungsproteinen bestehend aus insgesamt 6 Mitgliedern (IGFBP 1 -
6), die in verschiedenen Geweben sezerniert werden und mit einer hohen Affinitat an
Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren (IGF-1, IGF-2), aber nur mit geringer Affinitdt an
Insulin binden (Yu und Rohan, 2000). IGFBP2 hat hierbei eine hdhere Affinitdt zu IGF-2
(Hoeflich und Russo, 2015). Diese I6slichen Tragerproteine transportieren nicht nur IGF im
Kreislauf, sondern auch aus dem GefaRRsystem ins Gewebe und modulieren zudem deren
Rezeptorinteraktionen sowie ihre wachstumsférdernden Aktivitdten (Clemmons, 1993).
Des Weiteren konnten aber auch IGF-unabhédngige Funktionen nachgewiesen werden

(Baxter, 2014).

Alle IGFBP werden von stark konservierten Genen kodiert, wobei die am meisten
konservierten Regionen den Bereich der N-terminalen Ligandenbindungsdoméane und der
fir die Protein-Protein bzw. Protein-Extrazellularmatrix-Interaktion wichtigen C-terminalen
Region kodieren (Kelley et al., 1996). Ihre Synthese wird durch Gen-regulierende Elemente,
aber auch durch andere Faktoren bestimmt. Im Anschluss an ihre Synthese durchlaufen die
IGFBP haufig weitere posttranslationale Modifizierungen, die sich auf ihre Funktion

auswirken kénnen (Clemmons, 1993, Hoeflich und Russo, 2015).

Insbesondere die Amino- und Karboxylenden aller IGFBPs sind stark konserviert und
enthalten mindestens 14 Cysteine. Im gering konservierten zentralen Bereich hingegen

befindet sich eine cysteinfreie Region (Clemmons, 1993).

Das IGFBP2-Gen befindet sich in der Region g33-g34 auf Chromosom 2 (Lamson et al., 1991,
Shimasaki und Ling, 1991, Hoeflich und Russo, 2015), hat eine Lange von 32 kb und setzt
sich aus 4 Exons und 3 Introns zusammen. Es kodiert ein aus 289 Aminosauren bestehendes
Protein mit einer Masse von 36 kDa. Es kann in 3 Bereiche aufgeteilt werden, die N-
terminale Cystein-reiche Region und die C-terminale Cystein-reiche Region, die beide an
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der IGF-Bindung beteiligt und durch eine Link Region verbunden sind (Hoeflich und Russo,
2015, Li et al., 2020). Glykolisierte Formen sind nicht bekannt (Shimasaki und Ling, 1991).
Es enthalt eine RGD-Sequenz (Arginin, Glycin, Asparaginsaure) an Position 265-267 mit der
es an Integrine, unter anderem a5B1 und aVB3, binden kann (Hynes, 1987, Pereira et al.,
2004). Des Weiteren liegt in der Link Region eine Heparin-Bindungs-Domane vor, mit der
IGFBP2 an Komponenten der Extrazellularmatrix bindet. Zudem ist sie notwendig fiir
IGFBP2-vermittelte Zellproliferation und -migration (Li et al., 2020). Des Weiteren enthalt
es ein Kernlokalisierungssignal (NLS), das fir Interaktionen mit Importin-a notwendig ist
(Azar et al., 2014). IGFBP2 wird in einer Reihe verschiedener Gewebe exprimiert,
insbesondere im ZNS, im Liquor und in Reproduktionsgeweben (Wood et al., 1990, Kelley
et al., 1996). Beeinflusst wird seine Expression unter anderem durch hormonelle Faktoren,
die abhangig vom Gewebe zu einer vermehrten oder verminderten Expression fihren
(Hoeflich et al., 2014). Nach Translation des reifen IGFBP2-Peptids kann dieses durch
verschiedene Proteasen gespalten werden, was die Affinitdt von IGFBP2 zu IGF reduzieren

und somit deren Wirkungen auf die Gewebe beeinflussen kann (Mark et al., 2005).

4.5.2 Apolipoprotein D (ApoD)

In den Voruntersuchungen war Apolipoprotein D als potenzielles Androgen-responsives
Gen identifiziert worden. In den Real-Time-PCR-Untersuchungen konnte jedoch kein
signifikanter Unterschied in der Apolipoprotein D-Expression bei Zusatz von 10 nM DHT
zum Kulturmedium gezeigt werden. Allerdings ergaben sich beim Vergleich der Mediane
der normalisierten Ratio von ApoD/GAPDH der mit DHT-Zusatz angeziichteten
Vorhautfibroblasten und der ohne DHT-Zusatz angeziichteten Vorhautfibroblasten
Hinweise auf eine gesteigerte ApoD-Expression durch den Zusatz von 10 nM DHT zum
Kulturmedium. Somit besteht weiterhin die Vermutung, dass ApoD ein potenzielles

Androgen-responsives Gen ist.

Bereits 2009 benannte Appari et al. ApoD als Androgen-responsives Gen. Damals wurde die
Genexpression nach Zusatz von 10 nM DHT in Skrotalhautfibroblasten gesunder 46, XY
Probanden mit der von Labia majora-Fibroblasten von 46, XY CAIS-Patienten verglichen.
Hier zeigte sich eine Hochregulierung von ApoD in den Skrotalhautfibroblasten, nicht aber

in den Labia majora-Fibroblasten, was mit der fehlenden Funktionsfahigkeit des
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Androgenrezeptors und damit der fehlenden Androgenwirkung im Falle der CAIS-Patienten
erklart wurde. Appari et al. betrachtete ApoD daher als potenziellen Biomarker der
Androgenrezeptorfunktion. Die aktuelle Arbeit lasst dies ebenfalls vermuten. Ammerpohl
et al. untersuchte 2013 die DNA-Methylierung in Genitalhautfibroblasten von 46, XY AlS-
Patienten im Vergleich zu 46, XY Probanden mit regelrechter Androgenrezeptorfunktion.
Hier zeigte sich eine signifikant héhere ApoD-Promoter-Methylierung bei den AIS-
Patienten. Unter der Annahme, dass eine verminderte Genaktivierung aufgrund des
Rezeptordefekts in einer gesteigerten DNA-Methylierung dieser Gene miindet, kénnte dies
ein weiterer Hinweis auf ApoD als Androgen-responsives Gen sein. Diese Entdeckung stellt
somit eine mogliche Diagnostikmoglichkeit fiir Patienten mit dem Verdacht auf eine
Androgenresistenz ohne Nachweis einer Androgenrezeptorgenmutation dar und kénnte zu
einer auf funktionellen Aspekten basierenden Einordnung der unterschiedlichen AIS-
Patienten fuhren. Unter dieser Annahme fiihrten Hornig et al. 2016 einen ApoD-Assay
durch, bei dem die DHT-induzierte ApoD-Expression in Genitalhautfibroblasten gemessen
und gleichzeitig nach Androgenrezeptorgenmutationen gesucht wurde. Hierbei lielen sich
die genetisch gesicherten AlS-Patienten durch den ApoD-Assay eindeutig von den Kontroll-
Probanden abgrenzen. Aber auch eine Gruppe von DSD-Patienten ohne Nachweis einer
Androgenrezeptorgenmutation mit dem klinischen Bild einer Androgenresistenz konnte
mittels des Assays identifiziert werden. Somit bestatigte diese Studie ApoD als Androgen-
responsives Gen und zeigte, dass es als diagnostischer Marker genutzt werden kann. Hornig
et al. bezeichneten diese mittels ApoD-Assay nachgewiesene Form der Androgenresistenz
ohne Nachweis einer Androgenrezeptorgenmutation als Androgenresistenz Typ Il (AIS Typ
I). Eine Korrelation von ApoD-Assay und Schweregrad des AlS konnte in dieser Studie aber
nicht gezeigt werden. Hierfir sind weitere Studien notwendig. In einer dieser Arbeit
dhnlichen Studie von Tanase-Nakao et al. wurde 2019 die DHT-induzierte Transkriptionsrate
von Genitalhautfibroblasten von vier Jungen ohne AR-Verdnderungen und eines PAIS-
Patienten mittels Microarray-Analyse untersucht. Hierbei wurden 24 Transkripte gefunden,
die durch DHT hoch- oder runterreguliert waren, allerdings ohne, dass eine signifikante
Anderung der Genexpression gezeigt werden konnte. Unter den hochregulierten Genen

war auch ApoD, was sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit deckt.
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Weitere Untersuchungen zur genauen Rolle des ApoDs in der Geschlechtsentwicklung bei
46, XY-Karyotyp missen aber noch erfolgen. Eine Theorie ist, dass es seinen Einfluss durch
Regulierung der Angiogenese auslibt. Aber auch eine Rolle im Rahmen der Zell-zu-Zell-
Interaktion wird vermutet (Rassart et al., 2020). Bekannt ist bereits, dass ApoD ebenfalls in
Tumorzellen wie den ZR-75-1 epithelialen Brustkrebszellen und den LNCaP-
Prostatakarzinomzellen gebildet wird (Simard et al., 1990, Simard et al., 1991). Studien an
diesen Zellen zeigten, dass die ApoD-Expression durch Ostrogene unterdriickt (Simard et
al., 1990), durch Androgene und Dexamethason aber stimuliert wird (Simard et al., 1992).
Auch dies lasst sich gut mit den Ergebnissen der aktuellen Arbeit in Einklang bringen. Des
Weiteren steigert Interleukin-la sowie Retinolsdaure in Brustkrebszellen die ApoD-
Expression (Blais et al., 1994, Lopez-Boado et al., 1994). Wohingegen Interleukin-6 die
ApoD-Sekretion und deren Stimulierung durch Androgene, Interleukin-laa und

Dexamethason vermindert (Blais et al., 1995).

ApoD ist ein 29-kDa-Glykoprotein, das der Familie der Lipocaline zugeordnet wird.
McConathy und Alaupovic isolierten es 1973 aus Plasma High Density Lipoproteinen (HDL)
(McConathy und Alaupovic, 1973). Zuvor wurde es auch aus Very High Density
Lipoproteinen und in einer kleineren Menge aus Very Low Density Lipoproteinen (VLDL)

isoliert (Ayrault Jarrier et al., 1963).

Das humane ApoD-Gen befindet sich in der p14.2 Region auf Chromosom 3 (Drayna et al.,
1987). Es verteilt sich (iber mehr als 12.000 bp des humanen Genoms, wobei die mRNA-
codierende Sequenz 815 bp ausmacht, da 5 Exons vorliegen (Drayna et al.,, 1987). Im
Promotorbereich finden sich unter anderem Ostrogen-, Progesteron-, Glukokortikoid- und
Schilddriisenhormon-responsive Elemente. Des Weiteren sind Akute Phase responsive
Elemente, ebenso wie fettspezifische Elemente und ein Sterol-abhdngiger Repressor
anzutreffen (Lambert et al., 1993, Rassart et al., 2000). In Zellen, die einer Inflammation
oder metabolischem Stress ausgesetzt werden, kann ein regulatorischer Einfluss von SRE1,
AP-1, APR-3, NFkB, PARP1, HnRNP-U, and APEX-1 auf die ApoD-Expression nachgewiesen
werden (Sanchez und Ganfornina, 2021). Des Weiteren ist seine Expression vom
Methylierungsgrad der DNA abhangig, wobei ein hoher Methylierungsgrad mit einer

geringen ApoD-Transkription einhergeht. Zudem haben die stromaufwarts und -abwarts
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gelegenen untranslatierten Regionen (UTR) Einfluss auf die ApoD-Expression (Sanchez und

Ganfornina, 2021).

Die Primarstruktur des Proteins ist ein einzelner aus 189 Aminosduren bestehender
Polypeptidstrang, dessen Glykosylierung 18 % der Proteinmasse ausmacht. Er beinhaltet
flinf Cysteine und ein Signalpeptid aus 20 hydrophoben Aminosduren. Nach weiterer
Verarbeitung bleibt ein aus 169 Aminosauren bestehendes Protein mit einem N-terminalen
Glutamin zurlick, dessen Molekulargewicht abhangig von der Glykosylierung zwischen 19
und 32 kDa variiert (McConathy und Alaupovic, 1976, Balbin et al.,, 1990). Der
Glykosylierungsgrad ist hierbei gewebeabhédngig, so hat zerebrales ApoD ein niedrigeres
Molekulargewicht im Vergleich zu peripherem ApoD (Li et al., 2016). Zwischen Cystein 41
und 65 sowie zwischen Cystein 8 und 114 bestehen intramolekulare Disulfidbindungen.
Cystein 116 ist zudem in der Lage mit anderen Makromolekiilen Disulfidbindungen
einzugehen (Yang et al.,, 1994, Rassart et al., 2000). Als Sekundarstruktur wird eine
Anordnung von B-Platten und einer a-Helix postuliert. Die Tertidrstruktur entspricht dem
fir Lipocaline typischen achtstrangigen antiparallelen B-Fass, das einen Kelch mit einer
zentral gelegenen Liganden-Bindungstasche bildet (Eichinger et al., 2007). Da seine
Aminosduresequenz keinerlei Ahnlichkeit mit der anderer Lipoproteine, sondern die
héchste Ubereinstimmungsrate mit dem Retinolbindungsprotein (RBP4) hat, wird ApoD als

atypisches Lipoprotein bezeichnet (Dassati et al., 2014).

Als ApoD-Rezeptor wurde bisher das transmembrane Glykoprotein Basigin (BSG, CD 147),
ein Mitglied der Immunglobulinfamilie, identifiziert. Es hat insbesondere Einfluss auf die
Internalisierung von ApoD (Najyb et al., 2015). Des Weiteren wird das Membranprotein
Scavenger receptor class B type 1 (SRB1) als ApoD-Rezeptor vermutet (Sanchez und

Ganfornina, 2021).

ApoD wird in vielen unterschiedlichen Geweben exprimiert, im Gegensatz zu den anderen
Lipoproteinen allerdings nur in geringer Menge in Leber und Darm. Eine hohe Expression
hingegen liegt in den Nebennieren, den Nieren, der Bauchspeicheldriise, der Plazenta, der
Milz, den Lungen, den Ovarien, den Hoden, dem Gehirn, den peripheren Nerven und dem
Liguor vor (Rassart et al., 2000). Des Weiteren ist ApoD der Hauptbestandteil der
Zystenflussigkeit bei Frauen mit Makrozysten der Brust (Balbin et al., 1990). Es ist zudem in

den Epithelzellen der Prostata, im Kammerwasser produziert durch den Ziliarkdrper des
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Auges und im Sekret der apokrinen Achseldriisen zu finden (Aspinall et al., 1995, Escribano
et al., 1995, Zeng et al., 1996). In all diesen Geweben wird es primar durch Fibroblasten, vor
allem den Fibroblasten in unmittelbarer Nahe der BlutgefalRe bzw. den Gliazellen des ZNS,
insbesondere Astrozyten und Oligodendrozyten sowie durch die endoneuronalen
Fibroblasten des peripheren Nervensystems (PNS) gebildet (Sutcliffe und Thomas, 2002). Es
kann sezerniert werden und durch Endozytose in Zellen aufgenommen werden (Sanchez

und Ganfornina, 2021).

Seine Funktion ebenso wie seine Liganden sind bis heute noch nicht endgiiltig identifiziert
worden. Es ist aber davon auszugehen, dass es sich um ein multifunktionales Protein
handelt, das eine Gruppe verschiedener Liganden bindet. Dabei variieren die Liganden
moglicherweise abhdngig vom Gewebe. Seine Funktion wird nach der Hypothese von

Provost et al. am ehesten lokal und nicht systemisch ausgetibt (Provost et al., 1990).

Zudem scheint ApoD mit seinen hydrophoben Strukturen im Bereich des Liganden-
Bindungstascheneingangs an Lipidstrukturen binden zu kdnnen, ohne eine Protein-Protein-

Interaktion hierfiir zu benoétigen (Sanchez und Ganfornina, 2021).

4.6 Kritische Bewertung und Ausblick

Obwohl die experimentellen Untersuchungen dieser Arbeit bereits langere Zeit
zuriickliegen und heutzutage teilweise andere technische Verfahren wie der 3D-Druck
Anwendung finden wirden, hat die Arbeit weiterhin Relevanz. Fiihrt man eine Pubmed-
Suche mit den Begriffen genital dermal skin model, genital skin model, three-dimensional
skin model und genital skin tissue engineering durch, zeigt sich, dass sie bis heute die
einzige Arbeit ist, in der ein humanes genitales Dermismodell entwickelt und das
Zellverhalten in dieser dreidimensionalen Matrix vergleichend untersucht wurde. Zwar gibt
es spannende Entwicklungen und Innovationen im Bereich des Tissue Engineering, diese
legen ihren Schwerpunkt aber auf andere Hautareale oder im Bereich des Urogenitaltrakts

auf die Entwicklung artifizieller Urethramodelle. Die Genitalhaut bleibt hierbei ausgespart.

Bei kritischer Betrachtung der Arbeit zeigen sich jedoch einige limitierende Faktoren und
Optimierungsmoglichkeiten. Zunachst sollten zum Erreichen einer héheren Zelldichte in der
Integra®-Matrix die Kulturbedingungen optimiert werden. Hierzu gehdért insbesondere die

Verbesserung der Nahrstoffversorgung und des Abtransports von Abbauprodukten. Es wéare
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denkbar eine Versuchsanordnung zu konstruieren, durch die die Integra®-Matrix mit einem

stetig durchflieBenden Zellkulturmedium versorgt wiirde.

Um das aktuelle Dermismodell zu einem probaten therapeutisch einsetzbaren
Genitalhautersatz zu machen, bedarf es neben der Steigerung der Zelldichte in der Integra®-
Matrix weiterer Entwicklungen. Hier ist insbesondere die Entwicklung eines zweischichtigen
Modells mit einer oberen Keratinozyten- oder Urothelschicht zu nennen. Auf diese Weise
wirde es sich um einen vollstandigen Hautersatz handeln, der auch seiner Barrierefunktion
nachkommen koénnte. Langfristig wadre die Entwicklung eines mehrschichtigen
vaskularisierten Modells winschenswert. Vor einer therapeutischen Nutzung missten
dann noch umfangreiche Untersuchungen zur Anwendbarkeit und Risikobewertung
gegebenenfalls auch im Tierversuch erfolgen. Perspektivisch konnte so aber ein
individueller Hautersatz durch Nutzung patienteneigener Fibroblasten und Keratinozyten

entwickelt werden. Auch hier bietet der 3D-Druck aussichtsreiche Perspektiven.

Bei der Charakterisierung des Dermismodells und Anwendung als Versuchseinheit ist eine
Limitation die geringe Probandenzahl der aktuellen Arbeit. Untersuchungen an einem
groBeren Probandenkollektiv kdnnten bei dem Vergleich von Monolayer- und Integra®-
Matrix-Kulturen Unterschiede in der Expression Androgen-responsiver Gene, die auf die
unterschiedlichen Kulturbedingungen zuriickzufiihren sind, aufzeigen. Zudem konnten
moglicherweise weitere Androgen-responsive Gene identifizieren werden. Auch hier
stehen heutzutage neue technische Verfahren zur Verfliigung. Ein interessante
Untersuchungsmethode waére beispielsweise das ChIP Sequencing (Chromatin
ImmunoPrecipitation DNA-Sequencing). Hierbei werden die Bindungsstellen eines DNA-
interagierenden Proteins wie dem Androgenrezeptors im gesamten Genom kartiert. Auch
die RNA-Sequenzierung stellt eine Moglichkeit dar Androgen-responsive Gene zu
identifizieren, da mit dieser Methode die mRNA-Konzentration und damit die
Genexpression unter verschiedenen Bedingungen gemessen und dann miteinander

verglichen werden kann.

Passend zu anderen Arbeiten ergaben die Untersuchungen dieser Arbeit Hinweise darauf,
dass es sich bei Apolipoprotein D um ein potenzielles Androgen-responsives Gen handeln
kdnnte. Signifikante Unterschiede in der Genexpression konnten jedoch nicht gezeigt

werden. Dies mag auch an der kleinen Probandenzahl gelegen haben, so dass auch hier
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eine Uberpriifung der Ergebnisse an einem groReren Probandenkollektiv sinnvoll wiére.
Zudem konnte der Vergleich der Genexpression von Genitalhautfibroblasten von CAIS-
Patienten und gesunden Probanden, die von Beginn der Zellkultur an mit DHT-Zusatz
kultiviert wurden, weitere Aufschliisse bringen. Ahnliche Untersuchungen hatten bisher zu
widersprichlichen Ergebnissen gefihrt, wobei die Maoglichkeit, dass es in den
vorangegangenen Studien zu einer Abschaltung der Androgenwirkung aufgrund des
initialen Androgenentzugs kam, denkbar wadre und durch eine solche Untersuchung
ausgeschlossen werden konnte. Zum anderen kdnnte es aber auch die Mdoglichkeit bieten
die Genexpression der Androgen-responsiven Gene zu messen und somit Hinweise auf das
AusmalR der Funktionseinschrankung des Androgenrezeptors erkrankter Patienten zu

erhalten und gegebenenfalls Riickschliisse auf den Phanotyp zu ziehen.
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5 Zusammenfassung

In unterschiedlichen Bereichen besteht ein Interesse an der Entwicklung eines
Genitalhautersatzes. Dieser konnte in der rekonstruktiven Chirurgie zur Therapie von
Verletzungen, in der Fehlbildungschirurgie und bei geschlechtsangleichenden Operationen
zum Einsatz kommen. Zudem besteht in der Industrie sowie in der Grundlagenforschung
der Bedarf an neuen experimentellen Systemen, die den In-vivo-Zustand detailgetreuer
abbilden. Artifizielle Genitalhautmodelle kdnnten hier zur Testung von Medikamenten und
Kosmetika sowie in der DSD (Disorder/ Difference of Sex Development) - Forschung als
Versuchseinheit genutzt werden. Mit dem Ziel ein genitales Dermismodell zu entwickeln,
wurde eine dreidimensionale Matrixzellkultur hergestellt und diese mit den etablierten
Monolayerkulturen verglichen. Eine erste Anwendung im Bereich der DSD-Forschung mit
dem Ziel potenzielle Androgen-responsive Gene nachzuweisen, erfolgte im Anschluss.
Hierfir =~ wurden  vergleichende  Untersuchungen der  Genexpression  von
Vorhautfibroblasten, die mit und ohne Dihydrotestosteron-Zusatz angezlichtet wurden,

durchgefiihrt.

Bei der Entwicklung des Dermismodells wurde Integra®, ein in der Verbrennungsmedizin
eingesetztes synthetisches Membransystem, als Geriststruktur genutzt und erfolgreich mit
Vorhautfibroblasten gesunder Probanden besiedelt. Die vergleichenden Untersuchungen
zwischen Integra®-Matrix- und Monolayerkulturen in Bezug auf die Expression des
Androgenrezeptors, seines Gens sowie zweier potenzieller Androgen-responsiver Gene
zeigten bis auf eine gesteigerte Expression des potenziellen Androgen-responsiven Gens
Apolipoprotein D in der Integra®-Matrix-Kultur keine signifikanten Unterschiede.
Vergleichende cDNA-Microarray-Voruntersuchungen der Genexpression von
Vorhautfibroblasten, die mit und ohne Dihydrotestosteron-Zusatz angeziichtet wurden,
hatten zwei Anwarter als potenziell Androgen-responsive Gene identifiziert, Insulin-like
growth factor binding protein 2 (IGFBP2) und Apolipoprotein D. Die weiterfiihrenden
Untersuchungen mittels Real-Time-PCR am gréReren Probandenkollektiv dieser Arbeit
konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Expression der beiden Gene zeigen.
Die Expression von Apolipoprotein D nach DHT-Zusatz war aber im Median erhéht, so dass
es weiterhin als potenzielles Androgen-responsives Gen passend zu Studien anderer

Arbeitsgruppen wie Appari et al. in Frage kommt.
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7 Anhange

7.1 Material

7.1.1 Gerdte
Wasserbad
Zellkulturbank
Brutschrank Typ BB6220
Universal 16 A Zentrifuge
Eppendorf Zentrifuge 5804 R
Eppendorf Zentrifuge 5417 R
Zentrifuge Biofuge fresco
Nalgene-Cryo-Einfriergerat
BioPhotometer
Schlittenmikrotom
Objekttrager-Eindeckautomat
Multi Gourmet Dampfgarer
Stainer ,,Tech Mate” 500 Plus
Schuttler Duomax 1030
MS2 Minishaker
Thermomixer Comfort
Rihrer MR3000

Mini-PROTEAN®-3-Cell

Mini-Trans-Blot®-Electrophoretic-Transfer-Cell

Molecular-Imager-Chemidoc-XRS

Vortexer RS2, Typ VM2

FluoStar OPTIMA

Munstermann + Scheel, Libeck
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Nunc Thermo Fisher Scientific, Wiesbaden
Eppendorf, Hamburg

Leica, Solms

Medite GmbH, Burgdorf
Braun, Kronberg

Dako, Glostrup, Danemark
Heidolph, Schwabach

Hassa, Liibeck

Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Schwabach

BioRad, Feldkirchen

BioRad, Feldkirchen

BioRad, Feldkirchen

IDL, Nidderau

BMG Labtech, Ortenberg



Thermocycler PTC 200

Light Cycler 2
Gelkammer- und schlitten
Agarosegelelektrophoresekammer

UV-Kamera

7.1.2 Software
Quantity One
Excel
Light Cycler Software 3
Light Cycler Relative Quantification Software

SPSS-Software

7.1.3 Verbrauchsmaterialien
Petrischale
Zellkulturflasche mit Filter (25 cm?)
Zellkulturflasche mit Filter (75 cm?)
Zellschaber 2-Posit. Klinge 25
Chamber Slide
Pipetten
Zentrifugen-Roéhrchen
Cryo Tube
Biopsie-Stanze
Zahlkammer nach Neubauer improved
48-well Platten

Objekttrager

MJ Research, Biozym Diagnostik GmbH, Hess.

Olendorf

Roche Diagnostic, Mannheim
Whatman Biometra, Gottingen
Whatman Biometra, Gottingen

Phase, Lubeck

BioRad, Feldkirchen
Microsoft, Redmond, USA
Roche Diagnostic, Mannheim
Roche Diagnostic, Mannheim

IBM Deutschland, Ehningen

Greiner, Solingen
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Nunc, Langenselbold
Eppendorf, Hamburg
Harre, Hannover
Nunc, Wiesbaden
PFM, KéIn

Th. Geyer, Renningen
Greiner, Solingen

Menzel-Glaser, Braunschweig
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Qiashreddersaule Qiagen, Hilden

Einmalskalpell Braun, Melsungen
Eppendorfgefall Eppendorf, Hamburg
Nitrozellulosemembran BioRad, Feldkirchen

Hyperfilm Amersham, Buckinghamshire, UK
Light Cycler Kapillare Roche Diagnostic, Mannheim

7.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Zellkultur:
Quantum Nahrmedium Fa. Biotechnologies, Heidelberg
Chang D Medium Trinova Biochem, Gielien
Antibiotic-Antimycotic Solution Sigma-Aldrich, Steinheim
Dulbeccos Modifiziertes Eagle Medium Sigma-Aldrich, Steinheim
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs) Sigma-Aldrich, Steinheim
Fotales Kalberserum (FCS) PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Steinheim
RPMI 1640 Medium Sigma-Aldrich, Steinheim
Aktivkohle Serva, Heidelberg
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Sigma-Aldrich, Steinheim
Dextran T300 Sigma-Aldrich, Steinheim
Dihydrotestosteron Sigma-Aldrich, Steinheim
Trypsin-EDTA Gibco, Invitrogen, Carlsbad, USA
Integra®-Matrix Integra Life Sciences Corporation, Plainsboro,
USA
Trypanblau Gibco, Invitrogen, Carlsbad, USA
Wachstumsversuche:
MTT Sigma-Aldrich, Steinheim
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Immunbhistologie:

Xylol

Ethanol

Tween 20

Methanol

Aceton

Epitope Retrival Solution pH 9
Hamatoxylin

Liquid Fast Red Substrate

ChemMate Antibody Diluent
Neo-Mount

Proteinanalyse:
Glycerol
EDTA
Dithiothreitol (DTT)
Deoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Triton X-100
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Bacitracin
Protein Assay
Bovine Serum Albumine (BSA)
Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards
Acrylamid (Rotiphoresegel 30)
Ammoniumpersulfat (APS)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Klinikapotheke der Universitat Liibeck
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Novocastra, Leica Biosystems, Wetzlar
Klinikapotheke der Universitat Libeck

Lab Vision, Thermo Fisher Scientific, Fremont,

USA
Dako, Glostrup, Danemark

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe
BioRad, Feldkirchen
Serva, Heidelberg
BioRad, Feldkirchen

Carl Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim

86



Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt

Kaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt

Natriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt

Natriumchlorid Mallinckrodt Baker B.V., USA

Skim Milk Powder Difco, Becton & Dickinson, Franklin Lakes, USA

Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Pierce Biotechnology, Rockford, USA

Substrate
RNA-Analyse:
Mercaptoethanol Merck, Darmstadt
Natriumacetat Merck, Darmstadt
Diethylpyrocarbonat-H,0O (DEPC-H,0) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Real-Time-PCR:
d-ATP Amersham, Buckinghamshire, UK
d-CTP Amersham, Buckinghamshire, UK
d-GTP Amersham, Buckinghamshire, UK
d-TTP Amersham, Buckinghamshire, UK
Protector RNAse-Inhibitor Roche Diagnostic, Mannheim
FastStart Tag DNA Polymerase Roche Diagnostic, Mannheim
UniversalProbelLibrary(UPL)-Sonde Roche Diagnostic, Mannheim
Universal Reference RNA Stratagene, La Jolla, USA
Agarose Pharmacia CKB, Uppsala, Schweden
Borsdure Sigma-Aldrich, Steinheim
DNA Ladder fiir Agarosegele (100 bp) New England Biolabs, Frankfurt am Main
Ethidiumbromidlésung 1 % (10 mg/ml) Carl Roth, Karlsruhe

87



7.1.5 Kits

UltraVision LP Large Volume Detection System LAB-Vision, Thermo Fisher Scientific, Fremont,

Kit USA

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

Quant-iT RiboGreen Kit Invitrogen life technologies, Karlsruhe
SuperScript Il Reverse Transkriptase Kit Invitrogen life technologies, Karlsruhe
TagMan Master Roche Diagnostic, Mannheim

7.1.6 Antikorper

AR 441 Dako, Glostrup, Danemark

Anti AR 39.4.1. (mouse) Biogenex, Fremont, USA

Anti GAPDH (rabbit) Abcam, Cambridge, UK

Anti mouse Amersham, Buckinghamshire, UK
Anti rabbit Sigma-Aldrich, Steinheim

Verdiinnung der Antikdrper flr die Westernblot-Untersuchung:

Antikorper Verdiinnung

Primdrantikérper:

Anti AR Biogenex 39.4.1. (mouse) 1:600

Anti GAPDH Abcam 9485 (rabbit) 1:1000

Sekunddrantikérper:

ECL™ Anti mouse IgG, HRP conjugated sheep antibody, Amersham 1:2000

Anti rabbit IgG, HRP conjugated goat antibody, Sigma 1:4000
7.1.7 Primer

Random Primer Invitrogen life technologies, Karlsruhe

Sample Primer Metabion, International, Martinsried

88



Gen Primer (4 pmol/ul) UPL-Sonde + Sondensequenz

5-CCA AGA AGC TGC GAC CAC-3'
GFBP2 5-GGA GTA GAG GTG CTC CAG AGG-3’ 1(6CTCCAGG)
5-CAC CCC AGT TAA CCT CAC AGA-3'

ApoD 5-GGT GCC GAT GGC ATA AAC-3

1 (GCTCCAGG)

5-TGT TAT GAA GCA GGG ATG ACT C-3¢

Androgenrezeptor | o, - 1T GGG TTG TCT CCT CA-3*

11 (GCTGGAAG)

5-AGC CAC ATC GCT CAG ACA C-3¢
GAPDH 5-GCC CAATAC GAC CAAATC C-3* 60 (TGGGGAAG)

7.1.8 Zellen

LnCaP-Zellen DSMZ, Braunschweig

7.1.9 Selbsthergestellte Reagenzien und Gele

10x PBS-Puffer (pH 7,4):

NaCl 80¢g
KCl 20g
Na,HPO, x 2H,0 14,4¢g
KH,PO4 20g
Aqua bidest 11

1x PBS-Puffer:

10x PBS-Puffer 100 ml
H,0 bidest 900 ml
Tween 1 ml

10x Blotting-Puffer:

Tris 20g
Glycin 112,5¢
H,O bidest 11

1x Blotting-Puffer:

10x Blotting-Puffer 150 ml
Methanol 300 ml
H,0O bidest 1050 ml

10x Elektroden-Puffer:

Tris 30,3g
Glycin l44 g
SDS 10g
H,0 bidest 11
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1x Elektroden-Puffer:

10x Elektroden-Puffer
H,0 bidest

Lysispuffer A:

Triton X-100

DEO

SDS

Puffer C

Bacitracin (50 mM)
PMSF (60 mM)

Puffer C:

Tris
EDTA
Glycerol
DTT

2x Sample-Puffer nach Laemmli:

Tris

SDS

Glycerol (85 %)
Bromphenolblau
H.0

DTT

5 % Magermilch:

Skim Milk Pulver
1x PBS/Tween

5x Sammelgel-Puffer:

Tris
SDS
H,0 bidest

10x TBE-Puffer:

Tris
Borsdure
Na,-EDTA
H,0 bidest

1x TBE-Puffer:

10x TBE-Puffer
H,0 bidest

900 ml
100 ml

1,0 ml

05¢g

0,08 g

100 ml

1:100 (kurz vor Gebrauch hinzufiigen)
1:100 (kurz vor Gebrauch hinzufligen)

4,85 g/l
0,45 g/I
118 ml/I 85 %-iges
10,0 ml/l (1M DTT)

121¢g

40¢g

23,6 ml

2mg

100 ml

1:100 (Zugabe kurz vor Verwendung)

58
100 ml

7,54 ¢
05¢g
100 ml

436 g
223 g
37,28
41

100 ml
900 ml
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7 %-iges Trenngel:

30 %-ige Acrylamidldsung 3ml
Trenngel-Puffer 2,7 ml
(1,875 M Tris, 0,05 % SDS, ph 8,8)

Aqua bidest. 7,2 ml
TEMED 10 pl
10 % APS 28,8 ul

4 %-iges Sammelgel:

30 %-ige Acrylamidldsung 0,71 ml
Sammelgel-Puffer 1,1 ml
(625 mM Tris, 0,5 % SDS, pH 6,8)

Aqua bidest. 3,5 ml
TEMED 10 ul
10 % APS 30 ul
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8 Ethikvotum

Medizinizche Fakult&t - Der Vorsitzende der Ethikkommission

Dekanat der Medizinischen Fakultil der Universitiil zu Liback
Ralzeburger Alles 180, D-23535 Liback

Hartn Barbefier: Frau Erdmarm

Prof, Dr. med. Hiort Telnfon: (D461) 600 4630
Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin Fax : (D451) 500- 3026
|arine. erdemannEmedizin uni-lusheck de
im Hause
Datm: 28052008
Alszeraaichen: 08-081

nachrichilich: [ Imemar angelen |
Hermn Priof. Herting
Darektor der Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin

I Antrag an die Ethilk-Kommission vom 09, Mai 2008

Auntragsteller: Herr Prof. Hiort / Herr Prof. Herting

Titel: Investigation of the molecular pathegencsis and pathophysiology of Disorders of Sex
Development (ISY) - Eurgl}SD

Sehr gechrter Herr Prof. Hiort,
mil der o.g, Studie habe ich mich befasst.

Tiie Priifung bezieht sich auf folgende Unterlagen:

Thr Anschreiben vom 09, Mai 2008
Zustimmendes Votum der Ethik-Kemmission der Universitit zu Kiel vom 05, Marz 2008 und
Patienteninformation und EinverstindnizerklZrung,

Die Ethik-Kommission schlieBt sich dem o.g. positiven Vistum an.

Bei Anderung des Studiendesipns sollts der Antrag emeut vorgelzgt werden. Uber alle sclwerwiegenden ader
unerwirteten und unerwiinschten Breignisse, die withrend der Studic aufireten, mul die Kommission umgehend
benachrichtigt werden.

Mach Abschiul des Projektes bitte ich um Obersendung eines Schlussherichtes (unter Angabe unseres Akfenzsichens),
aug dem der ErfolgMisserfolg der Studie sowie Angaben dariliber, ob die Studie ebpebrochen oder pedndert baw, ob
Regressanspriiche geliend pemacht wurden, ersichlich sind,

Die &rztliche und juristische Verantwortung des Leiters der klinischen Prilfung und der an der Priifung teilnehmenden
Arzte bleibt entsprechend der Beratangsfunktion der Ethikkemmission durcls unsere Stellungnabme unberlihet.

Mit freandlichemn Grod wsd besten Wiinschen
fiir den weiteren Vedauf Threr Forschung bin ich

':'| The

Prof. Dy, med, T, phil. H, Respe
Vorsitzender
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* Universitat zu Libeck

Medizinische Fakultat
Ethik-Kommission

Universest 7u Likeck - Rafzebyrger Alles 180 - 23538 Libeck Vaorsilzender,
Herr Prof. Dr. Er;;d Dr. phil, H. Raspa
Steftv. Vorsitzends:
23‘1;_ med. Lutz Wansch Firau Prof. Dr. med. M. Schrader
Klinik flr Kinderchirurgie- Reatzeburger Alles 160
23538 Libeck
Im Haus

Sachbeartssflung: Frau Or, Angelika Hippe
Tul.: 42 451 700 2518

Fec +49 457 T80 25322

angelike hueppei@iuk-sh.de

Aktenzeichen: 08-081
Datumn: 08, Oklober 2003

Amendment zum Ethlkvotum AZ 08-081
Titel: Investigation of the molecular pathogenesis and pathophysiology of disorders of sex
development - EuroDSD

Sehr geshrter Herr Widnsch,

die Aufldarungsmateralien zur Spende von Vorhautgewsbe lagen uns zur Beratung ver, Es
bestehan aus ethischen, medizinisch-wissenschaftlichean und rachtlichen Gesiehispunlktan keing
Bedenken,

Wit frewundicham Gruf und besten Winschan
fiir den waltaren Verauf threr Farsching bin ich
Ihre

|
il el a
TV Wy u._._lu"

Praf. Dr. med. M. Schrader
(Stellvertretends Vorsitzends)
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